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1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
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sheets, including this cover sheet. 
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(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 
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Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 
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Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Rational application No. 

PCT/EP99/06317 



I. Basis of the report 



This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ | the international application as originally filed. 

j^Xj the description, pages y as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



13 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-33 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



04 December 2000 (04.12.2000^ 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1-4 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

I I the claims, Nos. 

1 I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELiSnARY EXAMINATION REPORT 


Irnhtional application No. 
P^^EP 99/06317 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 




Novelty (N) Claims 1-33 Y ^S 


Claims 


NO 


Inventive step (IS) Claims 1 ^3 YES 


Claims 


NO 


Industrial applicability (IA) Claims ^ ^3 YES 


Claims 


NO 


2. Citations and explanations 




1. This report makes reference to the 


following 


documents : 




Dl US-A-5723320 




D2 US-A-5755942 




D3 US-A-5677195 




D4 WO-A-96/10747 . 




2. The method for producing a carrier 


according to 


Claim 1 of the application differs 


from the one in 


Dl or D3 in that in Dl or D3 the receptors are not 


in ducts inside the carrier, see Dl : Figure 1; 


column 5, line 53 to column 6, line 23 and D3 : 


column 2, lines 32 to 62; column 7, lines 43 to 49. 


The method for integrated synthesis and analyte 


determination according to Claim 12 of the 


application differs from the one in D4 in that D4 


does not disclose the parts (b) and (c) of Claim 12, 


see D4 : Figure 1; page 15, line 8 


to page 18, line 


20; Claim 1. 




Claims 1 to 33 therefore meet the 


requirements of 


PCT Article 33(2) (novelty). 
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INTERNATIONAL PRELlSffNARY EXAMINATION REPORT 



Ii^^mtional application No. 
PCT/EP 99/06317 



It is plausible that the claimed method makes 
analysis more simple and economical. 

The current Claims 1 to 33 therefore meet the 
requirements of PCT Article 33(3) (inventive step). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESE 



Absehder: 



MIT DER INTERNATTONALEN VORLAUF1GEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 




• « / 



An: 



Weickmann Weickmann Prechtel Weiss 
Tiesmeyer Herzog Bohm Liska & Huber 
Kopernikusstrasse 9 
81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Rege! 71.1 PCT) 





Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 13.1 2.2000 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
19134P WO 


WICHTIGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/06317 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/08/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
28/08/1998 


Anm elder 

FEBIT FERRARIUS BIOTECHNOLOGY GMBH et al. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daf3 ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthaiten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschritt der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 

lj\ D-80298 Munchen 



Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Michaleczek, N 

Tel. +49 89 2399-7254 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBElAjE INTERNATIONALE ZUSjAjIENARBEIT AUF DEM 
^ GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
19134P WO 


siehe Mitteilung Ober die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vortaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/06317 


Internationales Anmeldedatum fraG/Mona^a/?/-; 
27/08/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
28/08/1998 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
B01J19/00 


Anmelder 

FEBIT FERRARIUS BIOTECHNOLOGY GMBH et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vortaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 Obermittelt. * 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

IS AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 6 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens Ober Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 


□ 


Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 




Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
01/03/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
13.12.2000 


Name und Postanschrifl der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
yfljj D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Van Iddekinge, R (l ^ fj 

Tel. Nr. +49 89 2399 8346 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0631 7 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anme/deamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, getten im Rahmen dieses Berichts a/s "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, well sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-46 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 _33 eingegangen am 04/1 2/2000 mit Schreiben vom 04/1 2/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1-4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 uhd/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0631 7 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbiatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-33 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 -33 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-33 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder 1-Vlll t Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/0631 7 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 



1). Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 
D1=US-A-5723320 
D2=US-A-5755942 
D3=US-A-56771 95 
D4=WO-A-96/10747 



2). Das Verfahren zur Herstellung eines Tragers gemaB Anspruch 1 der Anmeldung 
unterscheidet sich von dem aus D1 oder D3 dadurch, daf3 sich in D1 oder D3 die 
Rezeptoren nicht in Kanalen im Inneren des Tragers befinden, siehe D1: Figur 1; 
Spalte 5, Zeile 53-Spalte 6, Zeile 23 und D3: Spalte 2, Zeilen 32-62; Spalte 7, 
Zeilen 43-49. 

Das Verfahren zur integrierten Synthese und Analytbestimmung gemaB Anspruch 
12 der Anmeldung unterscheidet sich von dem aus D4 dadurch, daR D4 nicht die 
Teile (b) und (c) des Anspruchs 12 offenbart, siehe D4: Figur 1; Seite 15, Zeile 8- 
Seite 18, Zeile 20; Anspruch 1. 

Deshalb erfullen die Anspruche 1 - 33 die Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT 
(Neuheit). 

Es ist glaubhaft, daR das beanspruchte Verfahren eine einfachere und 
kostengunstigere Analyse ermoglicht. 



Die geltenden Patentanspruche 1 bis 33 erfullen daher die Erfordernisse des 
Artikels 33(3) PCT (erfinderischer Tatigkeit). 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



'04-12-2000 



EP 009906317 

0 k. Qez. 2m 



- 46 - 
Anspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines Tragers fur die Bestimmung von 
Analyteh, umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragers umfassend mindestens einen 
geschlossenen Kanal im Tragerkorper, 

(b) Leiten von Flussigkeit mit Bausteinen fur die Synthese polymerer 
Rezeptoren durch den Kanal oder die Kanale des Tragerkorpers, 

(c) orts- oder/und zeitspezif isches Immobilisieren der 
Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positionen in dem 
Kanal oder in den Kanalen durch Belichten und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und <c) bis die gewunschten 
Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten Positionen 
synthetisiert worden sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen Trager herstellt, der definierte Flachenbereiche mit 
jeweils gleichen Rezeptorspezies enthalt. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Kanale auf mindestens einer Trageroberflache angeordnet sind. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1" bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS der Trager eine Vielzahl von Kanalen enthalt, die vorzugsweise 
parallel zueinander angeordnet sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 



GEAENDERTES BLATT 



04-12-2000 



EP 009906317 
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dafc die Rezeptoren aus Nukleinsauren und Nukleinsaureanaloga 
ausgewahlt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die Rezeptorbausteine aus Nukleotiden, Oligonukleotiden, 
Nukleotidanaloga und Oligonukleotidanaloga ausgewahlt werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(S die Rezeptoren aus Polypeptiden ausgewahlt werden, 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Rezeptorbausteine aus Aminosauren und Peptiden ausgewahlt 
werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR Belichten uber eine programmierbare Lichtquelienmatrix erfolgt. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc das Muster der polymeren Rezeptoren durch eine 
Computerprogammierung festgelegt wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& man den Trager zur Bestimmung von Analyten in einer Probe 
verwendet. 



GEAENDERTES BLATT 
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12. Verfahren zur integrierten Synthese und Anaiytbestimmung an einem 
Trager umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers, 

(b) Leiten einer Flussigkeit mit darin enthaltenen Rezeptoren oder 
Bausteinen fur die Synthese von polymeren Rezeptoren uber den 
Trager, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der Rezeptoren 
oder Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positionen auf 
dem Trager, wobei die Synthese und Anaiytbestimmung in einer 
integrierten Vorrichtung durchgefuhrt wird, wobei der Synthese- 
oder/und der AnalytbestimmungsprozeS in einer beiiebigen 
Anzahl von Positionen auf dem Trager (iberwacht und geregelt 
wird, 

(d) gegebenenfalls Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewunschten Rezeptoren an den jeweils vobestimmten 
Positionen auf dem* Trager synthetisiert worden sind, 

(e) Inkontaktbringen des Tragers mit einer Analyten enthaltenden 
Probe und 

(f) Bestimmen der Analyten uber deren Bindung an die auf dem 
Trager immobilisierten Rezeptoren. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man eine integrierte Vorrichtung verwendet, umfassend eine 
programmierbare Lichtquellenmatrix, eine Detektormatrix, einen 
zwischen Lichtquellen - und Detektormatrix angeordneten Trager sowie 
Mittel zur Zufuhr von Fluids in den Trager und zur Ableitung von Fluids 
aus dem Trager. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft nach der Bestimmung der Analyt wieder vom Trager entfernt wird. 
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15. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daBmehrereSynthese/Analytbestimmungszyklendurchgefuhrtwerden, 
wobei die Rezeptoren fur einen nachfolgenden Zyklus auf Basis der 
informationen aus einern vorhergehenden Zyklus synthetisiert werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS fur den nachfolgenden Zyklus einer Verlangerung der Rezeptoren 
aus dem vorhergehenden Zyklus erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

da&fur den nachfolgenden Zyklus ein neuer Trager mit gegenuber dem 
vorhergehenden Zyklus modifizierten Rezeptoren synthetisiert wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die Modifizierung der Rezeptoren eine Anderung der Sequenz 
oder/und einen AusschluB negativer Rezeptoren des vorhergehenden 
Zyklus umfa&t. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen planaren Trager verwendet. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen Trager mit einer Vielzahl von Kanalen verwendet. 

21 . Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dafS fur einen Synthese/Analytbestimmungszyklus mehrere Trager 
verwendet werden. 



22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS die mehreren Trager in unterschiedlichen Detektionsvorrichtungen 
synthetisiert und analysiert werden, die informationstechnisch 
miteinander verknupft sind, jedoch voneinander raumlich getrennt sein 
konnen. 

23. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS man einen Trager, umfassend eine Vielzahl von Kanaien, wobei in 
den Kanaien eine Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptbren 
immobilisiert ist, verwendet. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS der Trager zumindest im Bereich der Reaktionsbereiche optisch 
transparent ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB ein Reagenzienkit, umfassend den Trager und Bausteine fur die 
Synthese polymerer Rezeptoren auf dem Trager eingesetzt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR die Vorrichtung weiterhin Mittel zur Entschutzung von 
Reaktionskomponenten auf den Trager umfafSt. 

27. Verfahren nach Anspruch 13 oder 26, 



GEAENDERTES BLATT 



04-1-2-2000 EP 00990631 7 

v « 

- 51 - 

dadurch gekennzeichnet, 

da(S die Vorrichtung weiterhin elektronische Steuerungs- und 
Regelungsmittel umfaSt. 

28. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 27 zur 
Sequenzierung von Nukleinsauren. 

29. Verwendung nach Anspruch 28 zur Neusequenzierung oder/und 
Resequenzierung von komplexen genetischem Material, wie etwa 
individueller Genome oder synthetischen Nukleinsauren. 



30. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 27 zur 
Gewinnung diagnostischer Informationen fur die individuelle 
Patientenversorgung wie etwa die individuelle Wirkung von Pharmaka. 

31. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 27 zur 
Wirkungsanalyse pharmakologischer Substanzen. 

32. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 27 zur 
Erstellung und Analyse von Substanzbibliotheken. 

33. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 27 zum 
Vergleich von Individuen in einer Population. 
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Claims 

1 . A method for producing a support for determining 
analytes, comprising the steps of 
5 (a) providing a support body comprising at least 

one channel , 

(b) passing liquid with building blocks for 
synthesizing polymeric receptors through the 
channel or channels of the support body, 
10 (c) site- or/and time-specifically immobilizing 

the receptor building blocks in each case on 
predetermined positions in the channel or 
channels and 

(d) repeating steps (b) and (c) until the 
15 required receptors have been synthesized in 

each case on the predetermined positions. 

2. The method as claimed in claim 1, characterized in 
that a support which comprises defined area 

20 regions with, in each case, identical receptor 

species is produced. 

3. The method as claimed in claim 1 or 2, charac- 
terized in that the channels are arranged on at 

25 least one support surface. 

4. The method as claimed in any of claims 1 to 3, 
characterized in that the support comprises a 
large number of channels which are preferably 

30 arranged parallel to one another. 

5. The method as claimed in any of claims 1 to 4 , 
characterized in that the receptors are selected 
from nucleic acids and nucleic acid analogs. 



35 




The method as claimed in claim 5, characterized in 
that the receptor building blocks are selected 
from nucleotides, oligonucleotides, nucleotide 



10 
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analogs and oligonucleotide analogs. 

The method as claimed in any of claims 1 to 4 , 
characterized in that the receptors are selected 
from polypeptides. 

The method as claimed in claim 7, characterized in 
that the receptor building blocks are selected 
from amino acids and peptides. 



9. The method as claimed in any of claims 1 to 7, 
characterized in that the site- or/and time- 
specific immobilization of the receptor building 
blocks takes place by illumination. 

15 

10. The method as claimed in claim 9, characterized in 
that the illumination takes place via a 
programmable light source matrix. 

20 11. The method as claimed in any of claims 1 to 8 , 
characterized in that the site- or/and time- 
specific immobilization of the receptor building 
blocks takes place by wetting with an activating 
fluid with controllable selection of the activated 

25 positions. 

12. The method as claimed in any of claims 1 to 11, 
characterized in that the pattern of polymeric 
receptors is fixed by computer programming. 

30 

13. The method as claimed in any of claims 1- to 12, 
characterized in that the support is used for 
determining analytes in a sample. 

35 14. A method for integrated synthesis and analyte 
determination on a support, comprising the steps 
of: 

(a) providing a support body, 
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(b) passing a liquid with, present therein, 
receptors or building blocks for synthesizing 
polymeric receptors over the support, 

(c) site- or/and time-specifically immobilizing 
the receptors or receptor building blocks in 
each case on predetermined positions on the 
support , 

(d) where appropriate repeating steps (b) and (c) 
until the required receptors have been 
synthesized in each case on the predetermined 
positions on the support, 

(e) bringing the support into contact with a 
sample containing analytes and 

(f) determining the analytes via their binding to 
the receptors immobilized on the support. 

The method as claimed in claim 14, characterized 
in that the synthesis and analyte determination is 
carried out in an integrated apparatus, with the 
synthesis or/and the analyte determination process 
being monitored and controlled in any number of 
positions on the support. 

The method as claimed in claim 15, characterized 
in that an integrated apparatus comprising a 
programmable light source matrix, a detector 
matrix, a support arranged between light source 
matrix and detector matrix, and means for 
supplying fluids into the support and for 
discharging fluids from the support is used. 

The method as claimed in any of claims 14 to 16, 
characterized in that the analyte is removed again 
from the support after the determination. 

The method as claimed in any of claims 14 to 17, 
characterized in that a plurality of synthesis/ 
analyte determination cycles is carried out, with 
the receptors for a subsequent cycle being 
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synthesized on the basis of the information from a 
preceding cycle . 

The method as claimed in claim 18, characterized 
in that an extension of the receptors from the 
preceding cycle takes place for the subsequent 
cycle . 

The method as claimed in claim 18, characterized 
in that a new support with receptors which are 
modified compared with the preceding cycle is 
synthesized for the subsequent cycle. 

The method as claimed in claim 20, characterized 
in that the modification of the receptors com- 
prises a change in the sequence or/and an 
exclusion of negative receptors from the preceding 
cycle . 

The method as claimed in any of claims 14 to 21, 
characterized in that a planar support is used. 

The method as claimed in any of claims 14 to 21, 
characterized in that a support with a large 
number of channels is used. 

The method as claimed in any of claims 14 to 23, 
characterized in that a plurality of supports is 
used for a synthesis /analyte determination cycle. 

The method as claimed in claim 24, characterized 
in that the plurality of supports is synthesized 
and analyzed in different detection apparatuses 
between which there are information technology 
links but which may be spatially separate from one 
another . 

A support for determining anaiytes comprising a 
large number of channels, in particular capillary 
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channels, a large number of different receptors 
being immobilized in the channels. 

A support as claimed in claim 26, characterized in 
that it is optically transparent at least in the 
region of the reaction regions. 

A reagent kit comprising a support as claimed in 
claim 26 or 27 and building blocks for 
synthesizing polymeric receptors on the support. 

An apparatus for integrated synthesis and analyte 
determination on a support comprising a 
programmable light source matrix, a detector 
matrix, a support arranged between light source 
matrix and detector matrix, and means for 
supplying fluids into the support and for 
discharging fluids from the support. 

An apparatus as claimed in claim 29 additionally 
comprising means for deprotection of reaction 
components on the support. 

An apparatus as claimed in claim 29 or 30 
additionally comprising electronic control means. 

The use of the method as claimed in any of 
claims 1 to 25, of the support as claimed in 
claim 26 or 27, of the reagent kit as claimed in 
claim 28 or of the apparatus as claimed in any of 
claims 29 to 31 for determining an analyte in a 
sample . 

The use as claimed in claim 32 for the sequencing 
of nucleic acids. 

The use as claimed in claim 33 for new sequencing 
or/and resequencing of complex genetic material 
such as, for example, individual genomes or 
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synthetic nucleic acids. 



The use as claimed in claim 32 for obtaining 
diagnostic information for individual patient 
management such as, for example, the individual 
effect of pharmaceuticals. 

The use as claimed in claim 32 for analyzing the 
effect of pharmacological substances. 

The use as claimed in claim 32 for setting up and 
analyzing substance libraries . 

The use as claimed in claim 32 for comparing 
individuals in a population. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a support (40) for a method for determining analytes comprising a multitude of channels (1), especially 
capillary channels. A multitude of different receptors is immobilized in the channels (1) by, in particular, exposure to lighL The invention 
also relates to a method for producing such a support. The support (40) also preferably comprises reservoirs (T, G, A, C) for the individual 
feed materials, a gas inlet (3), a valve (5), a sample feed (7) and an entrance (9) for additional synthesis chemicals. 



(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Trager (40) fur Analytbestimmungsverfahren angegeben, umfassend eine Vielzahl von KanaUen (1), insbesondere 
KapillarkanaJen, wobei in den KanaMen (1) eine Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptoren insbesondere durch Belichtung immobilisiert ist. 
Femer wird ein Verfahren zur Herstellung eines solches Tragers beschrieben. Der Tr&ger (40) umfasst vorzugsweise auch Reservoirs (T, G, 
A, C) fur die einzelnen Einsatzstoffe, ein Gaseiniass (3), ein Ventil (5), eine Probeneingabe (7) und ein Zugang (9) fur weitere 
Synthesechemikalien. 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 
[beim Intemationalen Buro am 9. Juni 2000 (09.06.00) eingegangen; 
ursprungiiche Anspriiche 1-38 duich geanderte Anspriiche 
1-38 ersem (7 Seiten)] 

Verfahren zur Herstellung eines Tragers fur die Bestimmung von 
Analyten, umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers umfassend mindestens einen 
Kanal, 

(b) Leiten von Flussigkeit mit Bausteinen fur die Synthese polymerer 
Rezeptoren durch den Kanal oder die Kanale des Tragerkorpers, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der 
Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positionen in dem 
Kanal oder in den Kanalen und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die gewunschten 
Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten Positionen synthetisiert 
worden sind. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Trager herstellt f der definierte Flachenbereiche mit 
jeweils gleichen Rezeptorspezies enthalt. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Kanale auf mindestens einer Trageroberflache angeordnet sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc der Trager eine Vielzahl von Kanalen enthalt, die vorzugsweise 
parallel zueinander angeordnet sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Rezeptoren aus Nukleinsauren und Nukleinsaureanaloga 
ausgewahlt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Rezeptorbausteine aus Nukleotiden, Oligonukleotiden, 
Nukleotidanaloga und Oligonukleotidanaloga ausgewahlt werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Rezeptoren aus Polypeptiden ausgewahlt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Rezeptorbausteine aus Aminosauren und Peptiden ausgewahlt 
werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das orts- oder/und zeitspezifische Immobilisieren der 
Rezeptorbausteine durch Belichten erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

das Belichten uber eine programmierbare Lichtquellenmatrix erfolgt. 

1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das orts- oder/und zeitspezifische Immobilisieren der 
Rezeptorbausteine durch Benetzung mit einem aktivierenden Fluid unter 
steuerbarer Auswahl der aktivierten Positionen erfolgt. 
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12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch g kennzeichnet, 

daS das Muster der poiymeren Rezeptoren durch eine 
Computerprogammierung festgelegt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& man den Trager zur Bestimmung von Anaiyten in einer Probe 
verwendet. 

14. Verfahren zur integrierten Synthese und Analytbestimmung an einem 
Trager umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers, 

(b) Leiten einer Flussigkeit mit darin enthaltenen Rezeptoren oder 
Bausteinen fur die Synthese von poiymeren Rezeptoren iiber den 
Trager, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der Rezeptoren 
oder Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positionen auf 
dem Trager, 

(d) gegebenenfalls Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewunschten Rezeptoren an den jeweils vobestimmten 
Positionen auf dem Trager synthetisiert worden sind, 

(e) Inkontaktbringen des Tragers mit einer Anaiyten enthaltenden 
Probe und 

(f) Bestimmen der Anaiyten uber deren Bindung an die auf dem 
Trager immobilisierten Rezeptoren. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Synthese und Analytbestimmung in einer integrierten 
Vorrichtung durchgefuhrt wird, wobei der Synthese- oder/und der 
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AnalytbestimmungsprozeB in einer beliebigen Anzahl von Positionen auf 
dem Trager uberwacht und geregelt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine integrierte Vorrichtung verwendet, umfassend eine 
programmierbare Lichtquellenmatrix, eine Detektormatrix, einen 
zwischen Lichtquellen - und Detektormatrix angeordneten Trager sowie 
Mittel zur Zufuhr von Fluids in den Trager und zur Ableitung von Fluids 
aus dem Trager. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS nach der Bestimmung der Analyt wieder vom Trager entfernt wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daSmehrereSynthese/Analytbestimmungszyklendurchgefuhrtwerden, 
wobei die Rezeptoren fur einen nachfolgenden Zyklus auf Basis der 
Informationen aus einem vorhergehenden Zyklus synthetisiert werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB fur den nachfolgenden Zyklus einer Verlangerung der Rezeptoren 
aus dem vorhergehenden Zyklus erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS fur den nachfolgenden Zyklus ein neuer Trager mit gegeniiber dem 
vorhergehenden Zyklus. modifizierten Rezeptoren synthetisiert wird. 



GEANDERTES BLATT (AHTJKEL 19) 



WO 00/13018 



PCT/EP99/06317 



21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Modifizierung der Rezeptoren eine Anderung der Sequenz 
oder/und einen AusschluB negativer Rezeptoren des vorhergehenden 
Zyklus umfafSt. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen planaren Trager verwendet. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& man einen Trager mit einer Vielzahl von Kanalen verwendet. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS fur einen Synthese/Analytbestimmungszyklus mehrere Trager 
verwendet werden. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die mehreren Trager in unterschiedlichen Detektionsvorrichtungen 
synthetisiert und analysiert werden, die informationstechnisch 
miteinander verknupft sind, jedoch voneinander raumlich getrennt sein 
konnen. 

26. Verwendung eines Tragers, umfassend eine Vielzahl von Kanalen, 
insbesondere Kapiliarkanalen, wobei in den Kanalen eine Vielzahl von 
unterschiedlichen Rezeptoren immobilisiert ist, fur die Bestimmung von 
Analyten in einem Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 25. 
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27. Verwendung nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

date der Trager zumindest im Bereich der Reaktionsbereiche optisch 
transparent ist. 

28. Verwendung eines Reagenzienkits umfassend einen Trager nach 
Anspruch 26 oder 27 und Bausteine fur die Synthese polymerer 
Rezeptoren auf dem Trager in einenn Verfahren nach einem der 
Anspruche 13 bis 25. 

29. Verwendung einer Vorrichtung zur integrierten Synthese und 
Anaiytbestimmung an einem Trager umfassend eine programmierbare 
Lichtquellenmatrix, eine Detektormatrix, einen zwischen Lichtquellen- 
und Detektormatix angeordneten Trager sowie Mittel zur Zufuhr von 
Fluids in den Trager und zur Ableitung von Fluids aus dem Trager in 
einem Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 25. 

30. Verwendung nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daK die Vorrichtung weiterhin Mittel zur Entschutzung von 
Reaktionskomponenten auf den Trager umfalSt. 5® 

31 . Verwendung nach Anspruch 29 oder 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Vorrichtung weiterhin elektronische Steuerungs- und 
Regelungsmittel umfaSt. 

32. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 25, des 
Tragers nach Anspruch 26 oder 27, des Reagenzienkits nach Anspruch 
28 oder der Vorrichtung nach einem der Anspruche 29 bis 31 zur 
Bestimmung eines Analyten in einer Probe-. 
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33. 
34. 

35. 

36. 
37. 
38. 



Verwendung nach Anspruch 32 zur Sequenzierung von Nukleinsauren. 

Verwendung nach Anspruch 33 zur Neusequenzierung oder/und 
Resequenzierung von komplexen genetischem Material, wie etwa 
individueller Genome oder synthetischen Nukleinsauren. 

Verwendung nach Anspruch 32 zur Gewinnung diagnostischer 
Informationen fur die individuelle Patientenversorgung wie etwa die 
individuelle Wirkung von Pharmaka. 

Verwendung nach Anspruch 32 zur Wirkungsanaiyse pharma- 
kologischer Substanzen. 

Verwendung nach Anspruch 32 zur Erstellung und Analyse von 
Substanzbibliotheken. 

Verwendung nach Anspruch 32 zum Vergleich von Individiuen in einer 
Population. 
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Trager fur Analytbestimmungsverfahren und Verfahren zur 
Herstellung des Trag rs 

Beschreibung 

1 Anwendungsgebiet der Erfindung 
1.1 Hintergrund 

Fur die Grundlagenforschung in den Biowissenschaften und fur die 
medizinische Diagnostik sowie einige andere Disziplinen ist die prazise 
Detektion biologisch relevanter Molekule in definiertem Untersuchungs- 
material von herausragender Bedeutung. Dabei liegt die genetische 
Information in Form einer enormen Vielfait von unterschiedlichen Nu- 
kleinsauresequenzen vor, der DNA. Die Realisation dieser Information fuhrt 
uber die Herstellung von Abschriften der DNA in RNA meist zur Synthese 
von Proteinen, die ihrerseits haufig an biochemischen Reaktionen beteiligt 
sind. 

Die Detektion von bestimmten Nukleinsauren und die Bestimmung der 
Abfolge der vier Basen in der Kette der Nukleotide, die generell als 
Sequenzierung bezeichnet wird, liefert wertvolle Daten fur Forschung und 
angewandte Medizin. In der Medizin konnte in stark zunehmendem Masse 
durch die in vitro-Diagnostik (IVD) ein Instrumentarium zur Bestimmung 
wichtiger Patientenparameter entwickelt und dem behandelnden Arzt zur 
Verfiigung gestellt werden. Fur viele Erkrankungen ware eine Diagnose zu 
einem ausreichend fruhen Zeitpunkt ohne dieses Instrumentarium nicht 
mdglich. Hier hat sich die genetische Analyse als wichtiges neues Verfahren 
etabliert, z.B. fur Infektionskrankheiten wie HIV und HBV, genetische 
Predisposition fur bestimmte Krebsarten oder andere Erkrankungen, Forensik 
und eine Vielzahl weiterer Anwendungsgebiete. In enger Verzahnung von 
Grundlagenforschung und klinischer Forschung konnten die molekularen 
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Ursachen und (pathologischen) Zusammenhange einiger Krankheitsbilder bis 
auf die Ebene der genetischen Information zuruckverfolgt und aufgeklart 
werden. Diese Entwicklung steht allerdings noch am Anfang, und gerade fiir 
die Umsetzung in Therapiestrategien bedarf es stark intensivierter 
Anstrengungen. Insgesamt haben die Genornwissenschaften und die damit 
verbundene Nukleinsaureanalytik sowohl zum Verstandnis der molekularen 
Grundlagen des Lebens als auch zur Aufklarung sehr komplexer 
Krankheitsbilder und pathologischer Vorgange enorme Beitrage geleistet. 

Die weitere Entwicklung in der medizinischen Versorgung wird durch die 
Explosion der Kosten belastet, die mit entsprechend aufwendigen Verf ahren 
verbunden sind. Hier muS nicht nur auf die Realisation der Moglichkeiten an 
diagnostischem und therapeutischem Nutzen gedrangt, sondern auch eine 
Integration in ein tragfahiges, finanzierbares Gesundheitssystem 
vorangetrieben werden. 

Eine Anwendung entsprechender Technologien in der Forschung kann 
ebenfalls nur dann in breitem Umfang und auch im akademischen Bereich 
erfolgen, wenn die damit verbundenen Kosten reduziert werden. 

1 .2 Bedarf 

Die Entwicklung der Genom- und Proteomwissenschaften und die 
Entschlusselung des Erbgutes stehen noch am Anfang der Entwicklung, 
ebenso die Realisation des diagnostischen Potentials einer genetischen bzw. 
gentechnischen Analyse. Die bisher etablierten Verfahren sind meist 
arbeitsaufwendig und relativ ineffizient, was sich in Kosten und Kapazitat 
z.B. an Informationsgewinn niederschlagt. Wichtigste Neuerung ist die 
Entwicklung von sog. Oligonukleotid-Arrays, bei denen eine sehr groRe 
Anzahl von relativ kurzen Oligonukleotiden definierter Sequenz auf einer 
festen Matrix (meist Silizium) angekoppelt sind und dadurch fur eine 
parallele Hybridisierung komplementarer Sequenzen im Untersuchungsgut 
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zur Verfugung stehen. Die aufwendige Herstellung und der hohe Preis 
lassen die Vermarktung als Massenprodukt zum gegenwartigen Zeitpunkt 
aber nicht zu. 

1 .3 Anwendungsfelder 

Fur die in vitro Diagnostik und klinische Diagnostik soli durch deutlich 
preiswertere Systeme die Anwendung in der Routine moglich werden, z.B. 
fur Infektionskrankheiten (HIV, HBV etc.) und deren Subtypen, fur die 
Onkologie (Tumorfruherkennung, Tumorklassifizierung, z.B. Typ und 
Status), und fur die Bestimmung einer genetischen Predisposition. 

Fur die biologische Grundlagenforschung, insbesondere die Genomik, ist die 
Erfassung von sehr vielen MeBpunkten im untersuchten System, z.B. alle 
exprimierten Gene wunschenswert. Daraus ergibt sich ein enormer Erkennt- 
nisgewinn in der biologischen Grundlagenforschung (Entwicklungsbiologie, 
Stammzellkultur, Tissue-engineering, Transplantationsmedizin, Regeneration) 
ableiten, der auch zu wichtigen Durchbruchen in der Biomedizin und zu 
entsprechenden Anwendungen fuhren wird. 

Wie fur die Verwendung von DNA-Chips gezeigt wurde (Science 
280:1077-1082), kann durch entsprechende biochemische 
Rahmenbedingungen in der Hybridisierung zwischen Punktmutationen in der 
Basenabfolge unterschieden werden. Mit dem hier beschriebenen System 
ist damit ein breit angelegtes Screening moglich, das fur forensische 
Zwecke, z.B. . zur Uberfuhrung von Straftatern oder zum 
Verwandtschaftsnachweis eingesetzt werden kann. 

Durch diese Erfindung wird auch das rasche, kosteneffektive Analysieren 
von Lebensmitteln z.B. auf das Vorhandensein bestimmter Gene von 
pathogenen Keimen oder von genetisch veranderten Organismen hin 
moglich. 
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Ebenfalls von grofcer Bedeutung ist das Screening von medizinischen 
Produkten. Die Herstellung z.B. von Blutpraparaten ist immer noch mit 
einem hohen Aufwand fur die Sicherheitsvorkehrungen zur Reinheit 
verbunden. Ein zeit- und kosteneffektives Screening solcher Proben wird mit 
dieser Erfindung moglich werden, um z.B eine Kontamination mit 
infektiosem Material zu verhindern (HIV, HBV, HCV etc). 

2. Stand der Technik 

Bei BioChips handelt es sich um miniaturisierte hybride Funktionselemente 
mit biologischen und technischen Komponenten, z.B. an der Oberflache 
eines Tragers immobilisierte Biomaterialien, die als spezifische Interaktions- 
partner dienen konnen (z.B. DNA-Oligonukleotide) und eine SiliziumMatrix. 
Meist sind diese Funktionselemente in Reihen und Spalten angeordnet, man 
spricht dann von BioChip-Arrays. Da Tausende von biochemischen 
Funkionselementen auf dem BioChip angeordnet sein konnen, mCissen diese 
mit mikrotechnischen Methoden hergestellt werden. 

Vor allem in den USA wird die Entwicklung von miniaturisierten BioChips 
mit enormen Mitteln vorangetrieben. Die wichtigsten in diesem Umfeld 
tatigen Firmen sind im folgenden aufgelistet: 

Affymetrix, Beckman Instruments, Blue Chip Biosystems, Caliper Techno- 
logies, Cura-Gen, Genometrix, Gene Trace Systems, Hyseq, Incyte 
Pharmaceuticals, Molecular Tool, Nanogen, Pharmacia, Synteni, Third Wave 
Technologies, Vysis. 

Bisher bekannte BioChips lassen sich nach folgenden Kriterien klassifizieren: 
* Nachweisprinzip: 

Chromatographische Verfahren 
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Interaktion von Analyten mit fester Phase, meist 
immobilisierter Interaktionspartner (z.B. Hybridisierung von 
Nukleinsauren an DNA-Oligonukleotide). 

* Detektionsverfahren (optisch, elektrisch). 

* Markerbasierte Nachweisverfahren (z.B. Absorption, Fluoreszenz oder 
Lumineszenz) oder markerfreie Nachweisverfahren (Lichterzeugung 
zum Reaktionsnachweis). 

* Zuordnung des Analyten zu seinem Trager [Festphase] 

(Array mit mehr als einem immobilisierten Interaktionspartner pro 
Trager oder Single mit nur einem immobilisierten Interaktionspartner 
pro Trager). 

* Herstellungsverfahren (z.B. Oligonukleotide direkt auf dem BioChip 
lichtaktiviert synthetisieren, fertig synthetisierte Oligonukleotide 
spotten, Beads oder Tubes beschichten). 

* Tragerarten (Glas-Chips, Kunststoff-Chips, Mikrotiterplatten, Tubes 
oder Beads). 

* Presentation zur Detektion (seriell, parallel). 

* Optische Detektion (seriell im Scanner oder parrallel mit einer CCD- 
Kamera). 

Unter den aufgefuhrten Firmen verwendet lediglich Affymetrix das Prinzip 
der Photolithographie fur eine "high density" Erzeugung von DNA-Arrays auf 
einer planaren Oberflache, wodurch sie die Parallelisierung der Detektion 
von Oligo-Sequenzen mit Abstand weitesten voran getrieben haben. 

GenChip von Affymetrix Inc., Santa Clara, Kalifornien: 

Die Herstellung erfolgt durch in situ Synthese voh DN A-Oligonukleotiden auf 
planaren Chips in hoher Dichte (Juli 98: bis 64.000 unterschiedliche Oligos 
auf 1 cm 2 ). Das Herstellungsverfahren basiert auf der in der 
Halbleiter-lndustrie verwendeten und optimierten Photolithographie, wobei 
eine lichtaktivierbare Bindung von Oligos an die Chipoberflache, sowie an 
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bereits vorhandene Oligos, verwendet wird. Die Herstellungsdauer betragt 
aufgrund einer Vielzahl von Verfahrensschritten mehrere Stunden. Der 
Nachweis erfolgt durch serielle optische Detektion des planaren Chips in 
einem Fluoreszenzscanner. Die Hybridisierungsdauer der Probe auf einem 
Chip betragt ca. 1.5 Stunden. Erste Produkte (Sequenzierchip fur 
Tumormarker p53 Exons 2-11, Brustkrebsgen BRCA1 Exon 11, HIV 
GeneChip) sind bereits kommerziell erhaltlich. Die Kosten liegen zur Zeit im 
Bereich mehrerer hundert Dollar fur einen GenChip, zusatzlich wird noch 
eine Detektionseinheit benotigt. 

Weiterer relevanter Stand der Technik sind W091 /1 8276, EP-A-0 671 626 
und EP-A-0 430 248. 

3. Gegenstand der Erfindung und damit geloste Aufgabe 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren nach Anspruch 1 zur Herstellung 
eines Tragers fur die Bestimmung von Analyten umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers umfassend mindestens einen Kanal, 

(b) Leiten von Fliissigkeit mit Bausteinen fur die Synthese polymerer 
Rezeptoren durch den Kanal oder die Kanale des Tragerkorpers, 

(c) orts- oder/uhd zeitspezifisches Immobilisieren der Rezeptorbausteine 
an jeweils vorbestimmten Positionen bzw. Bereichen in dem Kanal 
oder in den Kanalen und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die gewunschten Rezeptoren 
an den jeweils vorbestimmten Positionen bzw. Bereichen synthetisiert 
worden sind. 

Bevorzugte Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind Gegenstand der 
Anspruche 2 bis 13. Der Trager ist ein mit biologischen oder chemisch 
funktionellen Materialmen bzw. Rezeptoren (Sonden) oder Bausteinen davon 
bestuckbare oder bestiickte Festphase. In dieser Ausfuhrungsform der 
Erfindung weist der Trager eine mit Vertiefungen, z.B. mindestens einem 
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Kanal und besonders bevorzugt mit einer Vielzahl von Kanalen versehene 
Oberflache auf. Die Kanale sind vorzugsweise Mikrokanale mit einem 
Querschnitt von z.B. 10 bis 1000//m. Die Kanale konnen - abhangig von 
den Oberflacheneigenschaften - Kapillarkanale, aber auch Kanale ohne 
Kapillarwirkung (z.B. aufgrund von Beschichtung mit Teflon) sein. Der 
Trager ist bevorzugt zumindest teilweise im Bereich der mit Rezeptoren zu 
bestuckenden Positionen bzw. Bereiche optisch transparent. Die mit 
Rezeptoren zu bestuckenden Bereiche des Tragers sind vorzugsweise 
chemisch und physikalisch miteinander identisch, d.h. sie weisen eine im 
wesentlichen gleiche Oberflachenbeschaffenheit auf. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren nach Anspruch 14 
zur integrierten Synthese und Analytbestimmung an einem Trager 
umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers, 

(b) Leiten einer Flussigkeit mit darin enthaltenen Rezeptoren oder 
Bausteinen fur die Synthese von polymeren Rezeptoren uber den 
Trager, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der Rezeptoren oder 
Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positionen bzw. 
Bereichen auf dem Trager, 

(d) gegebenenfalls Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewunschten Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten Positionen 
bzw. Bereichen auf dem Trager synthetisiert worden sind, 

(e) Inkontaktbringen des Tragers mit einer die zu bestimmenden Analyten 
enthaltenden Probe und 

(f) Bestimmen der Analyten uber deren Bindung an die auf dem Trager 
immobilisierten Rezeptoren. 

Bevorzugte Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind Gegenstand der 
Anspruche 15 bis 25. In dieser Ausfuhrungsform konnen auch planare 
Trager verwendet werden. 
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Gegenstand von Anspruch 26 ist ein Trager fur die Bestimmung von 
Analyten umfassend mindestens einen Kanal und vorzugsweise eine Vielzahl 
von Kanalen insbesondere Kapillarkanalen, wobei in den Kanalen eine 
Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptoren immobilisiert ist. Vorzugsweise 
ist der Trager zumindest im Bereich der mit Rezeptoren zu bestuckenden 
Bereiche optisch transparent. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Reagenzienkit nach Anspruch 28 
umfassend einen Trager wie zuvor beschrieben und Bausteine fur die 
Synthese von polymeren Rezeptoren auf dem Trager. Weiterhin kann der 
Reagenzienkit noch Reaktionsflussigkeiten zur Synthese der Rezeptoren auf 
dem Trager enthalten. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung zur integrierten 
Synthese und Analytbestimmung an einem Trager nach Anspruch 29 
umfassend eine programmierbare Lichtquellenmatrix, eine Detektormatrix, 
einen zwischen Lichtquellen -und Detektormatrix angeordneten Trager sowie 
Mittel zur Zufuhr von Fluids in den Trager und zur Ableitung von Fluids aus 
demTrager. Die programmierbare Lichtquellen- bzw. Belichtungsmatrix kann 
eine Reflexionsmatrix, eine Lichtventilmatrix, z.B. eine LCD-Matrix oder eine 
selbstemittierende Belichtungsmatrix sein. Bevorzugte Ausgestaltungen 
dieser Vorrichtungen ist Gegenstand der Anspruche 30 und 31 . 

Schliefilich noch ein Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung des 
beanspruchten Verfahrens, Tragers, Reagenzienkits sowie der 
beanspruchten Vorrichtung zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe. 
Bevorzugte Anwendungen sind Gegenstand der Anspruche 33 bis 38. 

Eine Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung stellt ein Verfahren und 
System zur zyklischen integrierten Synthese und Analyse dar, welches als 
ISA-System bezeichnet sein soil. Durch diese erfindungsgemaU bevorzugte 
unmittelbare Kopplung von Synthese und Analyse wird in einem zyklisch 
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verlaufenden Verfahren eine gegenuber dem Stand der Technik deutlich 
verbesserte Hochdurchsatz-Bestimmung von Analyten ermoglicht. Dabei 
konnen die zu analysierenden Substanzen beispielsweise als Bruchstucke 
oder Fragmente einer grofteren Molekulkette vorliegen. 

Gemafc einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird eine direkte 
logische Verknupfung zwischen den Ergebnissen der Analyse eines ersten 
Tragers und der Synthese des darauffolgend zu erstellenden Tragers 
bereitgestellt, wobei sich der Informationsgewinn aus einem 
vorhergehenden Zyklus in einen nachfolgenden Zyklus ubertragen lalSt. Auf 
diese Weise wird ein Lernen des Analysesystems schrittweise entwickelt. 

Die besagte zyklisch verlaufende Abfolge von Synthese, Sequenzvergleich, 
Analyse der Vergleichsergebnisse und wiederum erfolgender Synthese von 
Rezeptoren am Trager kann beliebig oft - bis zum Erreichen eines 
gewunschten, beliebig zu wahlenden Abbruchkriteriums - wiederholt 
werden. 

Durch die Ruckkopplung und den damit verbundenen Lernprozefc von 
vorhergehendem Zyklus sind das erfindungsgemafce Verfahren und die 
Vorrichtung auch fur die Erforschung sehr groBer und komplexer Analyt- 
Molekulketten, z.B. zum Sequenzieren individueller Genome, wie dem 
menschlichen Genom, geeignet. Der Zeitaufwand verbessert sich dabei 
gegenuber dem Stand der Technik mindestens um das hundertfache, eher 
um das tausendfache und potentiell um das 1 0.OOO-fache. 

Das Verfahren kann zur "Neusequenzierung" nicht bekannter 
Nukleinsauresequenzen (DNA, cDNA, RNA) einschliefclich deren raumlichen 
Zuordnung, respektive Kartierung eingesetzt werden. Mit diesem Vorgehen 
ist es moglich, ein individuelles Genprofil jedes Individuums und jeder 
Spezies zu erstellen, sei es durch Sequenzierung von Teilen des Genoms 
oder des ganzen Genoms. 
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Weiterhin kann das Verfahren zur "Resequenzierung" von 
Nukleinsauresequenzen eingesetzt werden, d.h. zum Vergleich von bereits 
bekannten Sequenzen (reprasentiert in Form der Rezeptorsonden) mit 
unbekannten Sequenzen in der zu untersuchenden Probe. Die bekannten 
Sequenzen werden dazu gezielt und der Fragestellung entsprechend 
ausgewahlt. 

Die beschriebene Resequenzierung erlaubt es dem Anwender, individuelle 
polymere Rezeptoren vor Ort auf dem erf indungsgemafcen Trager ausgehend 
von einem neutralen Trager zu erzeugen und anschlieBend sofort eine 
Analyse der zu untersuchenden Probe durchzufiihren. Durch diese 
Moglichkeit entsteht eine maximale Variantenvielfalt der Rezeptoren bei 
minimalem Platzbedarf. 

Durch Kombination von Neu- und Resequenzierung, konnen diagnostische 
Tests oder Medikamente kurzfristig an die Bedurfnisse eines Individuums 
angepa&t werden, 

Als weiteres wichtiges Anwendungsgebiet konnen aufcerordentlich flexibel 
Expressionsmuster analysiert werden. Die entsprechenden Rezeptoren bzw. 
Polymersonden werden dazu in aller Regel anhand bekannter Sequenzen 
ausgewahlt. Der Einsatz des Verfahrens zur Bestimmung der Genexpression 
kann auch im Kontext von Hochdurchsatz-Screening erfolgen. 

Daruber hinaus sind mit unterschiedlichen naturlich vorkommenden und 
kiinstlichen Rezeptorsonden unterschiedliche Ansatze fur Screening- 
Verfahren und den Aufbau und die Analyse von Substanzbibliotheken 
denkbar. Dies kann z.B. im Zusammenhang mit der Suche nach und der 
Charakterisierung von pharmakologisch aktiven Substanzen erfolgen. 

Die Anwendungsfelder fur das erfindungsgemafce Verfahren und die 
erfindungsgemafie Vorrichtung zur zyklisch integrierten Synthese und 
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Bestimmung von Analyten sind breitgefachert und erstrecken sich prinzipiell 
auf alle An wendungen der Analyse wie Gas-Chromatographie, Dunnschicht- 
Chromatographic, G el- El ektrophorese, Kapillar-Elektrophorese, 
Massenspektrometrie etc. Gleiches gilt prinzipiell fur alle Anwendungen 
hochparalleler Festphasen-Analyse. 

Die Notwendigkeit, fertige und komplexe polymere Rezeptoren zu lagern, 
entfallt vollstandig. Daruber hinaus gibt es keine physikalische 
Beschrankung bezuglich der Anzahl und Auswahl der Rezeptoren. Die 
benotigte Anzahl der Rezeptoren kann uber mehrere Reaktionstrager bzw. 
mehrere Zyklen in einem Reaktionstrager verteilt werden, da die einzelnen 
Rezeptoren fur die logische Auswertung der Vergleichsergebnisse keinen 
Ortsyorgaben unterliegen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neuer "Trager" als Basis fur 
die Verwendung einer vorzugsweise iichtgesteuerten Synthese einzelner 
Basen (G, A, C und T) oder ganzer Oligonukleotide (Basen- Sequenzen) zur 
Bildung einer hochparallelen, -planaren und -dichten Anordnung (Array) 
dieser Oligonukleotide in einer festen Tragermatrix (Chip). 

Der neue BioChip, der "opto-fluidische Mikroprozessor", enthalt eine 
Struktur aus Mikrokanalen, vorzugsweise Kapillaren in einem zumindest 
teilweise durchsichtigen und vorzugsweise flachen Korper. Die flussigen 
Einsatzstoffe werden bei der Rezeptorsynthese oder -immobilisierung durch 
die Kanale im Trager gefuhrt und binden, lokal aktiviert, an den 
Kanalwanden. Damit werden die technischen Vorraussetzungen fur eine 
schnelle, effiziente und damit kostengunstige Herstellung geschaffen, was 
den breiten Einsatz dieser Trager ermoglichen wird. Dichte und Parallelitat 
liegen in der gleichen Grdfcenordnung wie bei Konkurrenztechniken, mit 
mehreren hunderttausend definierten Oligonukleotiden auf einem Trager. Der 
Vorteil der neuen Technik liegt in den gunstigeren physiko-chemischen 
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Eigenschaften der Stromungs- und Benetzungsvorgange in den Kanalen im 
Vergleich mit einer einheitlichen Oberflache. 



Die Chip-Produktion besteht aus der Erzeugung eines vorzugsweise mit 
Mikrokanalen versehenen Tragerkorpers aus einem geeigneten, 
lichtdurchlassigen Material sowie dem biochemischen 
Beschichtungsvorgang vorzugsweise an den Wanden der einzelnen 
Mikrokanale, so daS anschlieBend die polymeren Rezeptoren, z.B. 
Oligonukleotide, in den Kanalen synthetisiert werden konnen. Hierbei 
werden in den einzelnen Kanalen im Trager, mittels Photoaktivierung durch 
eine geeignete Lichtquelle einzelne Rezeptorbausteine, oligomere Synthone 
(z.B. Di-, Tri-, Tetra- oder Pentanukleotide) oder ganze Basen-Sequenzen 
(Oligos) ortsspezifisch angelagert. Dadurch entstehen in jedem Kanal eine 
Vielzahl an Rezeptor-bestuckten Bereichen (spezifische Bindungs- bzw. 
Hybridisierungsstellen), wobei jeder Bereich aufgrund seiner individuellen 
Rezeptor-Sequenz-Kombination fur die Bindung und anschliefcende Detektion 
eines spezifischen Analyten, z.B. eines DNA-Fragments dient. Die Bereiche 
sind in einer Dimension des planaren Tragers durch die Wande der Kanale 
voneinander getrennt und entlang der einzelnen Kanale wird zwischen zwei 
benachbarten Bereichen bei der photoaktivierten Bindung ein entsprechender 
Freiraum gelassen. Es entsteht ein hoch paralleler, hoch integrierter Array 
von spezifischen Rezeptoren. Aufgrund der Moglichkeit des Multiplexens 
von Oligo-Sequenzen und parallelen Kanalen (Details siehe Kapitel 5) ist eine 
Reduktion der Herstellzeiten auf 1/4 bei der Verwendung einfacher Basen, 
1 /8 bei Dinukleotiden und auf 1 /1 6 bei Trinukleotiden durch entsprechendes 
Multiplexing der Oligos (Einsatzstoffe) und der zu benetzenden Kanalen 
moglich. Damit wird auch eine flexible Anpassung an Kundenwunsche, der 
"massgeschneiderte" BioChip, moglich. Diese systematische 
Beschleunigung ist in planaren Systemen (planaren Chips) nicht moglich. 

Fur die Analyse wird das Untersuchungsmaterial (z.B. DNA, RNA in Losung) 
durch die Kanale gefiihrt und erhalt Gelegenheit zur Bindung an die 
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Rezeptoren, z.B. durch Hybridisierung an komplementare Strange, sofern 
diese vorhanden sind. Zur Detektion und Auswertung der jeweiligen 
Analytbindung, z.B. einer DNA-Hybridisierung, werden vorzugsweise 
hochauflosende, parallele CCD- Chips verwendet. Die Bindung des Analyten 
an den immobilisierten Rezeptor wird durch geeignete aus dem Stand der 
Technik bekannte signalgebende Gruppen, z.B. Licht-emittierende Gruppen. 
Es sind aber auch neue Detektionsverfahren anwendbar. Bei der Detektion 
kann auf optisch abbildende Linsensysteme verzichtet werden, wenn die 
GroISe der Kanale so gewahlt wird, daS jeder MeSpunkt eine ausreichende 
Anzahl Pixelelemente des Detektors, z.B. eines CCD-Chips uberdeckt. Durch 
diese direkte Nutzung (keine Optik) hoch paralleler CCD-Matrix Chips mit 
einer grolSen Anzahl {derzeit 16 Mio. Pixel pro 1 cm 2 ; Stand der Forschung: 
80 Mio. Pixel pro 1 cm 2 ) an Pixeln (optischen Sensoren) ist es moglich eine 
Vielzahl von Lichtsignalen parallel zu detektieren (siehe BioScanner der 
Firma Genometrix). Damit wird versucht, auch bei der Detektionseinheit 
statt teurer optischer Anordnungen auf ein in gro&er Stiickzahl und zu 
niedrigen Preis gefertigtes High-Tech Produkt zuruckzugreifen. 

Durch die Erfindung werden somit wesentliche Anforderungen in der 
DNA-Analytik abgedeckt, namlich simultane Bestimmung einer Vielzahl an 
DNA-Sequenzen (erreicht durch hoch integrierte, miniaturisierte Trager und 
eine hochauflosende optische Detektion), Bereitstellung kostengunstiger 
Tests (Multiplexing in der Produktion, billige "Disposable"- Trager zum 
Beispiel aus SpritzguB, schnelle Synthese bei der Produktion), eine schnelle 
Durchfuhrung bei der Analyse aufgrund kleinerer Volumina und gunstiger 
Benetzungsvorgange, Reduktion der Einsatzstoffe durch die 
Strornungsgeometrie des Trager etc.), schnelle Auswertung (erreicht durch 
die parallele optische Auswertung in planarer Anordnung [DN A-Chip Array}) , 
ein kostengunstiges Analysesystem (erreicht durch den Verzicht auf teure, 
mikrosystemtechnische und optische Komponenten) und die Sicherstellung 
der Qualitat sowohl bei der Produktion, als auch bei der Analyse (erreicht 
durch definierte Stromungsvorgange im Trager). 
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Die Verwendung der Photoaktivierung von chemischen Reaktionen im 
Bereich der Trager-Synthese kommt insbesondere in Kombination mit der 
Technologieplattform des opto-fluidischen Mikroprozessors zusammen mit 
einer programmierbaren Lichtquellenmatrix zum Durchbruch, da hierdurch 
die Produktionskosten fur einen einzelnen Trager, bei gleichzeitiger 
Qualitatsverbesserung, urn den Faktor 10-100 reduziert werden konnen. 
Dadurch wird zum ersten mal eine kostengunstige, massiv parallele, hoch 
integrierte und gleichzeitig einfach miniaturisier- und automatisierbare 
DNA-Chip-Technologie zur Verfugung gestellt. 

Trotz der komplexen Datenauswertung bedarf es nur eines Minimums an 
unterschiedlichen Hardware-Komponenten, da die Tragerkorper, die 
entweder pro Zyklus oder auch nur bei VerschleiS gewechselt werden 
mussen, zunachst - vor Beginn der Rezeptorsynthese - alle identisch sind. 
Alle Individualitat ergibt sich erst aus der spezif ischen Rezeptorsynthese und 
aus der schrittweise durch die Analyse gewonnene information, die nach 
dem Synthese/Analysezyklus wieder in Information uberfuhrt wird, so date 
die Individualitat, d.h. die kennzeichnenden Merkmale der 
biologischen/chemischen Materie wiederum nur in Form elektronischer 
Daten vorliegen. 

4. GrundzCige des Losungsweges 

Der prinzipielle Losungsweg in diesem System basiert auf der schrittweisen 
biochemischen Synthese von Rezeptoren an die Oberflachen einer Vielzahl 
von Kanalwanden auf einen Trager. Diese Kanale sind auf dem Trager, z.B. 
einem kleinen planaren Chip, angeordnet. Die Synthese erfolgt mit den 
entsprechenden Basen oder mehrbasigen Oligonukleotiden (Basen- 
Sequenzen) uber eine lichtaktivierte ortsspezifische Bindung. Die Benetzung 
dieser spezifisch "gelabelten" Kanale mit den zu untersuchenden 
DNA-Analyten und der anschlieftenden Detektion der Bindungsreaktion uber 
geeignete signalgebende Gruppen schliefit einen Verfahrenszyklus ab. 
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4.1 Mikrostruktur als Tragermatrix 



PCT/EP99/06317 



Die Trager-Synthese umfafct die Bereitstellung des Tragerkorpers, der 
vorzugsweise aus einem geeigneten, lichtdurchlassigen Material besteht, 
sowie dem biochemischen Erzeugen von Rezeptoren an den Wanden der 
einzelnen Kanale. Die spezifische Synthese der Rezeptoren kann entweder 
direkt bei der Herstellung des Tragerkorpers oder erst beim Anwender 
erfolgen. 

Fur die Tragerkorper konnen unterschiedliche Materialien (z.B. Glas, 
Silizium, Keramik, Metall oder Kunststoff) verwendet werden. Wichtig ist, 
daS die Wande der Kanale sowohl fur die Anregungswellen bei der 
lichtaktivierten Synthese sowie die Lichtwelien (ggf. Anregung und 
Reaktionssignal) bei der anschlieSenden Detektion (Analyse) gut durchlassig 
sind. Je nachdem welches Material eingesetzt wird, mussen die Wande der 
Kanale mit einem reaktionsfahigen Material beschichtet werden, damit die 
Rezeptoren oder Rezeptorbausteine an der Oberflache binden konnen. 

Die Geometrie der Trager entspricht beispielsweise einer "Scheckkarte", 
wobei die Grofce der von den Kanale bedeckten Flache von dem zur 
Detektion verwendeten CCD-Chip bestimmt wird. Fur die Kanale im Trager 
sind unterschiedljche Herstellverfahren einsetzbar. Hierbei ist der EinfluB der 
Querschnittsgeometrie der Kanale zu berucksichtigen, welcher groBen 
Einfluft auf die entstehenden stromungstechnischen Krafte und die 
Moglichkeit der Reinigung der Kanale hat. Als Herstellverfahren kann man 
zum Beispiel Laser, Frasen, Atztechniken oder SpritzguR verwenden. 

Bei der Anordnung der Kanale in der Ebene sind die folgenden Aspekte zu 
berucksichtigen: Verwendet man eine Vielzahl an parallelen Kanalen, so 
kann man die Zeiten bei der Synthese minimieren, allerdings ist die 
Benetzung bzw. Befullung des einzelnen Kanals entsprechend komplex. Hat 
man im anderen Extrem nur einen einzigen langen Kanal, so ist die Synthese 
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entsprechend langsam, da das Multiplexing von Kanalen zu Basen oder 
ganzen Oligos nicht verwendet werden kann und alle Vorgange nur seriell 
nacheinander ablaufen konnen. Der Vorteil nur eines Kanals liegt in der 
Analyse, wo die Probe an jedem Mefcpunkt in alien Kanalen vorbeistromt. 

4.2 Synthesezyklus im Trager 

In einem Tragerkorper werden die zur Beschichtung mit Rezeptoren 
vorgesehenen Positionen (Reaktionsbereiche) durch Kanale aus Behaltern 
uber Zuleitungen, Ventile und Fittings mit einem oder mehreren Fluiden 
befullt. Mit Hilfe einer aus der deutschen Patentanmeldung 198 39 254.0 
bekannten Lichtemissions/Detektionseinrichtung, die vorzugweise eine 
programmierbare Lichtquellen- bzw. Belichtungsmatrix darstellt, wie sie in 
der deutschen Patentanmeldung 199 07 080.6 beschrieben ist, konnen 
ausgewahlte Positionen bzw. Bereiche des Tragers belichtet und auf diese 
Weise die individuelle Synthese von Rezeptoren gesteuert werden, wobei 
der Trager in diesem Zusammenhang einen opto-fluidischen Mikroprozessor 
darstellt. Anstelle einer Belichtung ist auch eine individuelle fluidische 
Aktivierung der ausgewahlten Reaktionsbereiche moglich. Nach AbschluS 
der Reaktion werden die Reaktionsbereiche gespult und neu gefullt, wonach 
sich wiederum ein Aktivierungszyklus anschlieSt. Der Verlauf der 
Rezeptorsynthese kann mittels geeigneter Detektionseinrichtungen verfolgt 
und gesteuert werden. 

Sobald die Synthese der Rezeptoren abgeschlossen ist, werden die 
Reaktionsbereiche gereinigt und stehen dann fur ein 
Analytbestimmungsverfahren zur Verfugung. 



WO 00/13018 PCT/EP99/06317 

- 17 - 

4.3 Nukleinsaureanalytik mittels Oligo-chips - Grundprinzip 



Wie bereits fur mehrere Anordnungen gezeigt (z.B. Molekular Medicin 
Today, 9/97, S. 384-389; Trends in Biotechnology, 11/97, S. 465-468) 
kann die Hybridisierung von Nukleinsaurestrangen an eine meist kurze 
komplementare Sequenz, ein sog. Oligonukleotid oder Oligo, fur die 
Sequenz-Analyse verwendet werden. Dazu werden hochdichte 
Anordnungen synthetischer Oligonukleotide auf einer festen Matrix erzeugt 
und erlauben multiple parallele Hybridisierungsexperimente. Fuhrendes 
Verfahren (August 98) ist eine photolithographische und damit lokale 
Aktivierung von Synthese-Vorstufen. In Anlehnung an die aus der 
Mikroelektronikherstellung entlehnte Technik werden die parallelen 
Anordnungen als Chips bezeichnet. 

Durch eine massive Erhohung der Zahl an Reaktionsbereichen 
{'MeSpunkten'), d.h. definierten Oligos an definiertem Ort, wird eine enorme 
analytische Kapazitat geschaffen. 

Die zu untersuchende Probe enthalt normalerweise DNA oder RNA. Diese 
muB eventuell isoliert und in einem Amplifizierungsschritt (z.B. PCR) 
vermehrt werden und erhalt dabei eine Markierung, z.B. ein Farbstoff-, 
Fluoreszenz- oder Lumineszenzlabel. 

Durch ausreichend viele Rezeptor-bestiickte Bereiche (Reaktionsbereiche) 
ist auch eine Sequenzierung eines DNA Molekiils moglich 
(Sequencing-by-Hybridization SBH, siehe BioTec 3/98, S. 52-58), andere 
Anwendungen zeigen die Bestimmung von Punkmutations-Polymorphismen 
(d.h. Unterschiede zwischen Individuen in einzelnen Basen in einem 
definierten DNA Abschnitt) und erlauben u.a. eine Identifizierung von 
solchen Polymorphismen bei hunderten von Probanden parallel (Science 
280, 5/98, S. 1077-1082). 
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Erstmals wird auch die Untersuchung von ganzen Genomen und des 
Gen-Expressions- Status ganzerZellen moglich (z.B. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 
95, 3/98, S. 3752-3757). 

Die hier beschriebene Erf indung laSt demnach die Anwendung einer Vielzahl 
von etablierten Verfahren zur Untersuchung von Nukleinsauren und 
genetischem Material zu. Damit ist gleichzeitig ein starker Anstieg solcher 
Anwendungen und damit ein enormer wissenschaftlicher Fortschritt 
verbunden, da erwartet wird, daB der opto-fluidische Mikroprozessor eine 
solche Technologie flexibler als die vorhandenen Verfahren und zu deutlich 
niedrigeren Kosten bereitstellt. 

4.4 Lichtaktivierte Synthese von Oligonukleotiden und Peptiden auf dem 
Trager 

Beim Aufbau von Rezeptoren auf dem Trager werden in den einzelnen 
Bereichen mittels Photoaktivierung durch eine geeignete Lichtquelle 
Rezeptorbausteine, z.B. einzelne Basen (G, A, C, T) oder Oligonukleotid- 
Sequenzen (vorzugsweise etwa 2 bis 4 Basen lang) ortsspezifisch 
angelagert. Die Kanaie werden sequentiell mit den Synthesebausteinen, z.B. 
G, A, C und T, gefullt und entlang der Kanaie ortsspezifisch mit 
hochauflosendem Licht bestimmter Wellenlange und Intensitat bestrahlt. 
Zwischen den Beschichtungszyklen werden die Kanaie entsprechend 
gespult, urn nicht gebundene Rezeptorbausteine zu beseitigen. 

Hierdurch entstehen in jedem Kanal eine Vielzahl an Reaktionsbereichen 
(spezifische Bindungs- bzw. Hybridisierungsstellen), wobei jeder 
Reaktionsbereich aufgrund seiner individuellen Rezeptor-Sequenz fur die 
Bindung und anschlie&ende Detektion eines spezifischen Analyten, z.B. 
eines DNA-Fragments dient. Die Reaktionsbereiche sind in der einen 
Dimension des planaren Tragers durch die Wande der Kanaie voneinander 
getrennt und in der zweiten Dimension, entlang der einzelnen Kanaie, wird 



WO 00/13018 PCT/EP99/06317 

- 19 - 

zwischen zwei benachbarten Reaktionsbereichen bei der Photoaktivierung 
ein entsprechender Freiraum gelassen. 

Die Photolithographie kann auch weiterhin fur die lichtaktivierte Bindung der 
Rezeptorbausteine verwendet werden. Es konnen aber auch andere 
Verfahren eingesetzt werden. 

Besonders bevorzugt wird ein Belichtungsverfahren unter Verwendung einer 
programmierbaren Lichtquellenmatrix, z.B. einer selbstleuchtenden 
Lichtquellenmatrix, einer Lichtventilmatrix oder einer Reflexionsmatrix 
durchgefiihrt, deren Matrixpunkte bzw. Lichtquellenelemente gezielt 
steuerbar sind, insbesondere hinsichtlich der Intensitat und gegebenenfalls 
Farbe des Lichtes. Mit einer solchen Matrix konnen also jeweils benotigte 
zweidimensionale Belichtungsmuster auf einfache Weise, insbesondere 
rechnergestutzterzeugt werden. Diebevorzugte Photoaktivierung derOligos 
bei der Herstellung des Tragers erfolgt direkt durch die Belichtungsmatrix. 
Die hierfur benotigte Wellenlange von beispielsweise 365 nm (oberer UV- 
Bereich nahe dem sichtbaren Licht) laBt sich mit alien Varianten der 
programmierbaren Lichtquellenmatrix steuern. 

Auf entsprechende Weise konnen auch Rezeptoren aus Aminosaure- 
oder/und Peptidbausteinen aufgebaut werden. 

4.5 CCD-Chip-Detektion der spezifischen Nachweisreaktion 

Wie beschrieben soli die Bindung eines DNA-Anaiyten direkt oder indirekt 
zu einem nachweisbaren Signal, z.B. zu einem Lichtsignal fiihren. Dies kann 
beispielsweise durch Absorbtion, ein Anregungslicht (Fluoreszenz) oder 
durch Photonenemission (Lumineszenz) erfolgen. Zur Signaldetektion wird 
vorzugsweise ein CCD-Chip verwendet, der vorzugsweise direkt unter dem 
Trager plaziert wird. Die Anregungslichtquelle wird vorzugsweise uber dem 
Trager plaziert und es wird entsprechend im Durchlichtverfahren gemessen. 
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Jedes Lichtsignal kann auf dem CCD-Chip erfafct werden, und zwar nach 
Intensitat und bei Bedarf auch nach Wellenlange (Farbe) differenziert. Das 
aufgenommene Spektrum kann qualitativ oder quantitativ ausgewertet 
werden. Zudem laBt die Unterscheidung von Wellenlangen und Intensitaten 
auch eine Unterscheidung von Signalquellen zu. 

Die Anregungslichtarten fur das Nachweisverfahren mussen je nach 
Anforderungen monochromatisch (z.B. Laserlicht fur Fluoreszenzanregung) 
oder heterogen (z.B. Weifclicht fur Absorptionsmessung) gewahlt werden. 

5. Verbesserungen und Vorteile gegenuber vorhandenen Systemen 

Durch die neuen Trager werden die nachfolgend aufgefuhrten Nachteile von 
maskenbasierten Photolithographieverfahren oder dem in situ-Spotten 
uberwunden. 

* Das Prinzip der f lachigen Benetzung der gesamten Chipoberfiache mit 
Fluid erlaubt keinerlei Multiplexing in der Produktion. So erhoht sich 
die Zahl der Hesrstellungszyklen fur 20 Basen lange Oligos bei einer 
Verwendung von Dinukleotiden (4 2 = 16 Moglichkeiten) von 4 x 20 
= 80 Hybridisierungsschritten auf 16 x 10 = 160, was eine 
Verdoppelung bedeutet. Das Gleiche gilt naturlich auch fur die 
zwischengelagerten Waschzyklen. 

* Die Synthese der photoaktivierbaren Basen an die planare 
Chipoberfiache, ebenso wie die benotigten Waschschritte bei der 
Chipherstellung sind # aulSer durch platz- und handhabungsintensive 
Tauchvorgange (Chip wird in Flussigkeit getaucht) oder 
flussigkeitsintensive Spulvorgange entlang der Oberflache (z.B. 
ZentrifugationsprinzipausderHalbleitertechniJ^ichtrealisierbar, was 
von der Gerateentwicklung her gesehen ein sehr groBes 
Miniaturisierungs- und Automatisierungshemmnis darstellt. 
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* Bei deranschlie&enden DNA-Sequenz-Detektion isteinegleichmalSige 
Verteilung der Probe auf der Chipoberflache aufwendig (keine 
einfachen und damit zuverlassigen Mischverfahren moglich) und es 
Bedarf einer entsprechend groBen Menge an Proben-Fluid. Die Suche 
nach einem seltenen Ereignis in der Probe ist nicht moglich, da ein 
ausreichender Kontakt aller Probenbestandteile mit alien spezifischen 
MeKpunkten nicht gewahrleistet werden kann. 

5 . 1 Reduktion der Produktionszeiten durch Multiplexing beim Synthetisieren 

Der wesentliche Fortschritt der neuen Trager liegt in der Moglichkeit der 
drastischen Reduktion der Herstellzeiten bei der individuellen Synthese der 
Rezeptor-bestuckten Trager durch ein entsprechendes Multiplexen zwischen 
Rezeptorbausteinen als Einsatzstoffen und den Kanalen. 

Fur die ortsspezifische Erzeugung einer Vielzahl an unterschiedlichen 
Rezeptorsequenzen, z.B. Basen-Sequenzen einer bestimmten Lange (z.B. 20 
Basen) auf einer planaren Oberflache mittels ortlich hochauflosender 
Photoaktivierung benotigt man in jeder Ebene (Rechenbeispiel: 20 Basen in 
jeder Basen- Sequenz) des DNA-Chip-Arrays 4 (bedingt durch die vier 
verschiedenen Basen) Synthesezyklen. Fur 20 Basen- Ebenen sind es 
folglich 4 x 20 = 80 Zyklen. Verwendet man auf der gleichen Oberflache 
Dinukleotide (2 Basen) so entstehen 2 Ebenen auf einmal, allerdings sind fur 
diese zwei Ebenen 4 2 = 16 Synthesezyklen notwendig. Fur 20 Ebenen 
werden folglich 10 x 16 = 160 Synthesezyklen anstelle von 80 Zyklen 
benotigt, was eine Verdoppelung der Produktionszeiten bedeutet. Bei der 
Verwendung von Trinukleotiden (3 Basen) verstarkt sich dieser Effekte auf 
mehr als die funffache Anzahl an Zyklen. Somit ist bei einer einfachen 
planaren Oberflache die Verwendung von einzelnen Basen als die schnellste 
Moglichkeit zur photoaktivierten DNA-Chip Erzeugung gegeben. Es besteht 
keine Moglichkeit die Anzahl an Synthesezyklen zu reduzieren. 
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Bei der Synthese des opto-f luidischen Tragers besteht im Unterschied hierzu 
die Moglichkeit, die Einsatzstoffe, sprich die Basen oder die 
unterschiedlichen Varianten der Di- (4 2 = 16 Kombinationen) oder 
Trinukleotide (43 = 64 Kombinationen) auf verschiedene Kanale zu 
verteilen. D.h., zumindest in den unteren - "tragernahen" - Ebenen wird ]e 
Kanal nur immer eine Base bzw. eine der moglichen Basen-Sequenzen 
eingebracht. Je nach Festlegung der insgesamt zu erzeugenden Basen- 
Sequenzen in den Kanalen des Tragers kann es sein, dalS in den oberen 
Ebenen dieses Prinzip teilweise aufgehoben werden muR, sprich fur eine 
Basen-, Di- oder Trinukleotid- Ebene muB mehr als eine Base oder Oligo 
durch einen der Kanale flieSen. Dadurch erhoht sich auch hier die Anzahl 
der Synthesezyklen ggf . wieder etwas. Insgesamt bleibt jedoch eine sehr 
grofte Reduktion der Herstellzeiten auf theoretisch 1/4 der Zyklen bei 
einfachen Basen, 1/8 der Zyklen bei Dinukleotiden und auf 1/16 der Zyklen 
bei Verwendung von Trinukleotiden als Einsatzstoffe bei der Rezeptor- 
Synthese (und so weiter bei langeren Oligos). Die Anzahl der fur einen 
spezifischen Trager benotigten Zyklen ist fur jeden Trager individuell und 
kann nur als statistischer Mittelwert angegeben werden, wenn die Anzahl 
an Reaktionsbereichen auf bzw. in dem Trager, die Anzahl an parallelen 
Kanalen und die Lange der auf dem Trager zu synthetisierenden Oligos 
vorgegeben ist. Die Optimierung der Synthesezeiten eines Tragers soil 
mittels eines zu entwickelnden Softwaretools (z.B. CAMS Computer Aided 
Multiplexing Synthesis) erfolgen, welches in die Steuerung des zu 
entwickelnden Analysesystems bzw. in den angekoppelten Rechner 
integriert wird. 

5.2 Reduktion der Einsatzstoffe und Qualitatssicherung 

Die Verwendung von Kanalen reduziert die benotigte Fluidmenge und erhoht 
gleichzeitig die Qualitat sowohl bei der Trager-Synthese, als auch bei der 
anschlieflenden Detektion einer Probe, im Vergleich zur Verwendung einer 
einfachen Flache sehr stark. So ist das gleichmalSige Benetzen von Kanalen 
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stromungstechnisch sehr einf ach, verbraucht wenig Fluid und ist daher sehr 
leicht miniaturisier- und automatisierbar. Dies gilt insbesondere auch fur die 
bendtigten Waschvorgange der Kanale mit einer ausreichenden Qualitat. 



Durch die Wande der Kanale, welche im Prinzip den Zwischenraum 
zwischen zwei Reaktionsbereichen im Trager-Array bedecken, wird das 
benotigte Fluid bereits um 50% reduziert. Dies gilt sowohl fur das 
Beschichten des Tragers in der Produktion, das Synthetisieren der 
Rezeptoren als auch fur den "Probenauftrag" fur die Analyse. Eine weitere 
Reduktion der Fluidmengen erfolgt durch die gute Benetzung der 
Kanalwande durch ein durchstromendes Fluid und vor allem durch die 
effektiven Waschvorgange, welche zum Beispiel durch "reinigende" 
Gasblasen in den Kanalen stark verbessert werden konnen. Eine gute, 
statistisch ausreichende Verteilung der Probe auf einer Flache ist dagegen 
nur mit einer sehr groBen Probenmenge realisierbar. 

Ein weiterer Vorteil der Kanale liegt in den kurzeren Zykluszeiten, welche 
durch die kleineren Fluidvolumina und die damit verbundenen schnelleren 
chemischen Reaktionen und Ablaufen entstehen. Dies hat sowohl kurzere 
Synthese- als auch Hybridisierungszeiten zur Folge. 

Zusatzlich wird hierdurch eine deutliche Fehlerreduktion sowohl bei der 
Produktion wie bei der Detektion erzielt, was die Zahl der auswertbaren 
Messungen pro Material- und Zeiteinsatz weiter erhoht und die Grundlage 
fur eine Qualitatssicherung bildet, welche auf genau definierbare und 
reproduzierbare Strdmungsvorgange aufbaut. 

Die einfache Miniaturisierung und Automatisierung der Ablaufe in den neuen 
Tragern bilden die Basis fur eine einfache Miniaturisierung und 
Automatisierung des gesamten neuen Analysesystems, welches auf den 
Tragern aufbaut. 
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5.3 Dreidimensionale Reaktionsoberflachen 



PCT/EP99/06317 



Durch eine geeignete Auslegung der Querschnittsgeometrie der einzelnen 
Kanale lafct sich die nutzbare Reaktionsoberflache vergrofSern. Die GroBe 
dieser Flache ist fur die Anlagerung der Oligos bei der Produktion ebenso 
von Bedeutung wie fur die Anlagerung der vorbeistromenden 
DNA-Fragmente aus der Probe und der daraus resultierenden Intensitat der 
Lichtsignale bei erfolgter Hybridisierung. 

So hat ein rechteckiger Kanal, gleiche Hohe wie Breite vorausgesetzt, bei 
einer Nutzung der Wande und der Decke die vierfache Reaktionsoberflache 
bei einer identischen Grundflache, sprich dem gleichen Platzbedarf in den 
zwei Dimensionen eines planaren Tragers. Selbst wenn man die Kanale, aus 
stromungstechnischen Anforderungen heraus, innen rund auslegt (zum 
Beispiel bessere Reinigungsmoglichkeiten durch Gasblasen im Kanal), bleibt 
noch eine etwa dreifache Reaktionsoberflache im Vergleich mit einer 
planaren Oberflache. Durch die Nutzung dieser dreidimensionalen 
Stromungsgeometrie kann der Einsatzstoffbedarf (Produktion und Analyse) 
weiter reduziert werden. 

Ein anderer Effekt laBt sich ebenfalls durch die Querschnittsgeometrie der 
Kanale beeinflussen: Die Lichtbrechung am Ubergang vom Innenraum der 
Kanale in das umgebende Material des Tragers. So hat jede Krummung 
entweder einen fokussierenden oder streuenden EinflulS auf die 
Ausbreitungsrichtung des Lichtes. So kann man beim Trager durch eine 
entsprechende Wahl der Ober- und Unterseite der Stromungskanalgeometrie 
die Lichtwege optimieren. 

5.4 Parallele CCD-Chip Detektion 

Das Messen der Lichtsignale aller Reaktionsbereich des Tragers "auf einmal" 
nutzt das standig wachsende Potential der hochauflosenden CCD-Kamera 



WO 00/13018 PCT/EP99/06317 

- 25 - 

Chips. Diese erlauben die Detektion aller Lichtsignale zum Reaktions- bzw. 
Hybridisierungsnachweis in einem einzigen Me&vorgang. Hierfur stellen 
aktuelle Farb-CCD-Chips auf einer Flache von 40 x 40 mm etwa 3000 x 
3000 Pixel mit einer Pixelgrofce von etwa 10x10 //m zur Verfugung. Der 
Stand der Forschung ist bereits bei entsprechenden CCD-Chips mit ca. 
4000 x 6000 Pixeln. Die Signaldetektion erfolgt in Bruchteilen einer 
Sekunde fur alle Pixel synchron. Damit ergibt sich auch fur die beschriebene 
Applikation der CCD-Chip Technologie ein groSes Wachstumspotential und 
die parallele Detektion von 1 0 6 individuellen Reaktionsbereiche im Trager ist 
technisch machbar. Dadurch werden die zeitaufwendigen Scann-Vorgange 
herkommlicher Systeme vermieden und die reine Me&zeit reduziert sich auf 
ein Minimum, welche im Verhaltnis zu anderen Verfahrensschritten vdllig 
bedeutungslos wird. 

Das Bearbeiten der anfallenden Datenmengen ist, durch die Entwicklung der 
Leistungsfahigkeit bei gieichzeitigem Preisverfall von modernen 
Rechnersystemen, problemlos moglich. 

5.5 Direktdetektion ohne Optik 

Die direkte Detektion der Lichtsignale, ohne Optik, durch einen CCD-Chip 
hat den Vorteil einer wesentlich niedrigeren Energiemenge, welche das Licht 
fur eine fehlerfreie Detektion benotigt. Eine solche Anordnung soli - in einem 
anderen Zusammenhang untersucht - lediglich 10% der 
Anregungslichtmenge einer vergleichbaren Anordnung mit einer Optik 
verbrauchen. Anders ausgedruckt, die Optik schluckt 90% der Lichtenergie. 
Durch die geringere Lichtintensitat werden unerwunschte Streulichteffekte 
im - die Kanale umgebenden - Trager, ebenso wie eine eventuelle 
notwendige Kuhlung der verwendeten Lichtquelle, stark reduziert. 
Aufierdem bedeutet der Wegfall einer Optik eine grofce Piatzersparnis sowie 
eine Verringerung der Herstellkosten fur die Detektionseinheit. 
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Aufwendige Bewegungseinrichtungen fur den Trager oder die 
Detektionseinheit, wie sie in Scannern notwendig sind, entfallen ebenfalls 
voilig. Die vorgegebenen Abmessungen der CCD-Chips (mehrere cm 2 ) 
ermoglichen die Verwendung einer sehr grofcen Zahl an paralielen Kanalen 
(mehrere 100) mit einer moderaten Kanalgrofce (im 10-100 /ym Bereich). 

5.6 Disposable Trager 

Die Trager konnen als einfache Disposables (Einweg-Chips) ausgefuhrt 
werden. Prinzipietl sind sowohl Glas-, Silizium-, Metall-, Keramik- oder 
Kunststoff-Chips (kostengunstige Spritzgufc-Verfahren) sowie andere 
Ausfuhrungen moglich. 

Die Biochips anderer Technologien sind ebenfalls als Disposable fur wenige 
Messungen ausgelegt. Hier spricht jedoch der aufgrund der aufwendigen 
Herstellung der Chips sehr hohe Preis meist gegen das Wegwerfen des 
Chips nach nur einer oder ein paar Messungen. 

5.7 Flexibilitat der Anwendung 

Die schnelle und kostengunstige Produktion ermoglicht eine Vielfalt von 
individuellen Anwendungen, bei denen z.B. unter Berucksichtigung von 
Sequenz- und Gendatenbanken im Internet gezielt Oligonukleotid-Arrays 
synthetisiert werden. 

Durch die Verwendung eines einzigen, vielfach gewundenen oder 
spiralformigen Kanals konnte eine Hybridisierung im (langsamen) Durchfluft 
etabliert werden, die auch die Detektion von seltenen Ereignissen (z.B. 
selten exprimierte Gene) ermoglicht. Damit wurde ein chromatographisches 
Prinzip in die DNA Array Technologie eingefuhrt werden. 
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Durch die Verwendung von Di-, Tri- oder langeren Oligonukleotiden als 
Synthesebausteinen ist eine weitere Reduktion der Herstellungszeiten 
erreichbar. Vor allem fur einfachere Arrays konnen Syntheseeinheiten direkt 
beim Kunden zur Anwendung kommen und damit die Zusammensetzung des 
Arrays endgultig individualisieren. 

Die gro&e Flexibilitat der Technologie ist auch im Hinblick auf die Erkenntnis 
von Bedeutung, daB sich die Gene einzelner Individuen sehr stark 
unterscheiden, so date man keinen generellen Genkatalog fur alle Spezies 
anlegen kann. Der Trager eroffnet hier die Moglichkeit, zum Beispiel in 
einem ersten Me&zyklus die Basisdaten, wie sie im Internet - frei zuganglich 
oder nur spezifisch fur den Systemkunden - bereitgestellt sind mit den 
individuellen Unterschieden eines Patienten abzugleichen und aus den 
Ergebnissen einen entsprechenden zweiten DNA-Array zu bilden, welcher 
die eigentlichen Tests auf das Individuum angepaftt durchfiihrt. 

Die erfindungsgema&e Losung kann auch fur die Synthese von 
Peptidsequenzen in den Kanalen verwendet werden. Damit wurden fur eine 
Vielzahl von Anwendungen hoch komplexe und zugleich kostengiinstige 
Peptidarrays bereitgestellt werden. 

6. Oberblick uber einige Aspekte der Erfindung 

6.1 Ausfuhrungsvarianten des Tragers 

Bei der Gestaltung ebenso wie bei der Fertigung der Trager gibt es eine 
Vielzahl von Ausfuhrungsvarianten. Bei der Anordnung der Kanale im Trager 
uber der Flache der Detektionseinheit ist die Verwendung nur eines Kanals 
ebenso denkbar wie die Anordnung einer Vielzahl an parallelen Kanalen. So 
sind auf einer Flache von 25 x 37 mm fertigungstechnisch problemlos 500 
Kanale (Stand der Technik: 500 parallele Kapillaren mit einem Durchmesser 
von 900 nm) mit einer Lange von 37 mm und jeweils etwa 750 
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Reaktionsbereichen anzuordnen. Die gleiche Anzahl an Reaktionsbereichen 
(500 x 750 = 375.000) liefce sich auch in einem einzigen 
schlangenformigen Kanal mit etwa 20 m Lange unterbringen. 

Der Vorteil nur eines Kanals liegt in der Presentation der Probe an alien 
Me&punkten des Arrays und ist daher fur die Suche nach seltenen 
Bestandteiien besonders geeignet. Ein Vielzahl an parallelen Kanalen hat den 
Vorteil, date sich die Produktionszeiten bei der Trager-Synthese durch das 
Multiplexen von Einsatzstoffen und Kanalen sowie alle Stromungsvorgange 
minimieren lassen. Deshalb ist diese Kanalanordnung fur die 
Trager-Synthese sowie alle Analysen mit einer ausreichenden Anzahl an 
Kopien jedes Analyten in der Probe zu bevorzugen. 

Um beide Vorteile in einem Trager zu nutzen ist es moglich die Einsatzstoffe 
bei der Trager-Synthese mittels paralleler Fittings am Zugang zu den 
Kanalen einzubringen, obwohl der Kanal von der Probeneingabe an nur aus 
einem einzigen, langen Mikrokanal besteht. Dieser Effekt kann auch durch 
die Integration von Ventilen in den Trager oder die umgebenden 
Geratekomponenten erfolgen. So hat die Firma Biacore fluidisch 
angesteuerte Ventile in einem zweiteiligen Spritzguss-Chip durch eine 
Membran realisiert, welche von unten in die Kanale auf der Oberseite des 
Chips druckt und so die Kanale verschlieSt. 

Als Anordnung fur die Kanale uber der Detektorflache ist eine Vielzahl an 
Strukturen und Mikrokanalverlaufen moglich. Fur eine hohe Parallelitat der 
fluidischen Vorgange sind beispielsweise parallele oder "snakefdrmige" 
Strukturen naheliegend. Die Aufteilung der Kanale sollte hierbei nach dem 
Dualprinzip erfolgen, wo aus jedem Kanal zwei neue entstehen und alle 
Kanale gleich lang sind. So erreicht man nach 10 Teilungen bereits 2 10 = 
2048 Kanale. Spiralformige Anordnungen haben den Vorteil, das sie 
weniger turbulente Stromungsvorgange aufweisen und besser zu reinigen 
sind. Ihr groBer Nachteil liegt in der Zu- bzw. Abfuhrung, welche in der 



WO 00/13018 PCT/EP99/06317 

- 29 - 

dritten Dimension nach oben oder unten erfolgen muB, was 
fertigungstechnisch und optisch eher ungunstig ist. 

Als Material fur die Trager ist beispielsweise Glas, Silizium, Keramik, Metall 
oder/und Kunststoff moglich. Der Aufbau kann in zwei Schichten erfolgen, 
welche zum Beispiel durch Kleben oder Bonden aneinandergefugt werden 
konnen oder nicht. Die Struktur der Kanale kann hierbei entweder nur in die 
eine, oder aber in beide Seiten bzw. Halften eingebracht werden. Hierfur 
sind als Fertigungsverfahren u.a. Laser oder Prazisionsfrasen verwendbar. 
Besonders kostengunstig ist SpritzguB, welcher in einer ausreichenden 
Qualitat gefertigt werden kann. Weitere Verfahren sind die LIGA-Technik 
oder HeifSformen. 

6.2 Trager - Synthese 

Fiir die Synthese der individuellen Fanger-Rezeptoren, z.B. Oligos, auf den 
Reaktionsbereichen im Trager-Array gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten. 
Der Kunde ersteht fertige Trager vom Hersteller mit einer vorgegebenen 
Auswahl an immobilisierten Basen- Sequenzen, oder er synthetisiert sich in 
einer Syntheseeinheit seine selbstgewahlten Sequenzen auf ungelabelte 
Trager. Informationen uber entsprechende Sequenzen konnen zum Beispiel 
aus Datenbanken im Internet entnommen werden, die hier frei oder auch 
speziell durch den Trager- Hersteller bereitgestellt werden. 

6.2.1 Syntheseeinheit 

Die Syntheseeinheit besteht aus einer geeigneten Lichtquelle, welche die 
Reaktionsbereiche im Trager-Array bei der Synthese der Rezeptoren, z.B. 
Basen oder Basen-Sequenzen, an der Trageroberflache bzw. den 
Kanalwanden ortsspezifisch hochgenau und exakt auflosend bestrahlt. Wie 
bereits unter 4.4 erwahnt, kann die Belichtung mittels einer 
programmierbaren Lichtquellenmatrix erfolgen. Verwendet werden kann 
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auch eine Photolithographic- Einrichtung, wie sie in der Halbleiter- Chip- 
Produktion fur das lichtaktivierte Atzen von Si- Wafern zum Einsatz kommt. 

6.2.2 Fertige Trager - Synthese beim Hersteller 

Beim Vertrieb fertiger Trager erfolgt die Synthese beim Hersteller. Dieser 
benotigt hierfur eine entsprechend leistungsfahige Syntheseeinheit, welche 
moglichst lange Oligos (3 oder mehr Basen lang) als Einsatzstoffe 
verwendet, die parallel in die Kanale eingebracht (eingespritzt) werden, und 
so die Synthesezeiten pro Trager minimieren (Multiplexing). Hierbei ist es 
mdglich, in den Tragern spezielle Zugange vorzusehen, mit dem Ziel 
moglichst viele parallele und damit kurze Kanale zu erhalten, unabhangig 
davon, welche Kanalstruktur fur den Analysevorgang vorgesehen ist. 

6.2.3 Einsatzstoffe im Trager 

Fur Anwendungen, wo es nicht auf eine schnelle Synthese der Trager, aber 
auf eine individuelle Gestaltung der Arrays ankommt, ist eine Bereitstellung 
der Einsatzstoffe (G, A, C, T und Puffer etc.) direkt im Trager in 
entsprechenden Reservoirs moglich. Dieuberflussigen Einsatzstoffe mussen 
in einer entsprechenden Kammer im Trager aufgefangen werden. Das 
Volumen einer solchen Kammer ist durch eine Ausdehnung in der dritten 
Dimension nach oben oder unten problemlos auf ein Vielfaches des 
gesamten Kanalvolumens auslegbar. Eine Anwendungen dieser Trager- 
Variante ist gerade fur Forschungslabors, aber auch kleine Arztpraxen 
denkbar. 

Das Prinzip der Kapillarkraft kann hierbei in einer moglichen 
Ausfuhrungsvariante direkt fur den Fluidtransport im Trager verwendet 
werden. Jegliche Mechanik wurde entfallen und die Befullung der Kapillaren 
mit den Einsatzstoffen sowie der Probe konnte uber die einfache Verstellung 
eines Ventils im Trager erfolgen. Die "Abfallkammer 1 ' konnte durch die 
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Einbettung eines geeigneten Vlies-Stoffes eine unterstutzende Saugwirkung 
entwickeln. Um eine Minimierung der benotigten Fluidmengen zu erreichen, 
sollte bei diesen Einwegstromungs- Ausfuhrungen (keine Zirkulation und 
damit Wiederverwendung der Einsatzstoffe) auf immer gleich lange 
Kapillaren geachtet werden. Dies ist ebenfalls von Bedeutung fur das 
Funktionieren der Kapillarkraft als Pumpe. 

Ein weitere Variante ist eine vertikale Ausrichtung der planaren Trager, so 
da& auch Gravitationskrafte f ur den Fluidtransport im Trager genutzt werden 
konnen. Wenn diese Krafte nicht ausreichen, um alle notwendige 
Fluidtransporte in den Trager zu realisieren, so sind andere geeignete 
Pumpmechanismen vorzusehen. Eine Mogiichkeit hierzu ist eine 
elektrophoretische Bewegung der Fluide durch - in den Trager integrierte - 
Elektroden, oder durch eine Volumenreduktion in Kammern des Trager durch 
einen entsprechenden Krafteintrag von auSen in den Trager (klassische 
Pumpe). 

6.2.4 Einsatzstoffe in der Syntheseeinheit 

Die Bereitstellung der Einsatzstoffe fur die Trager-Synthese in 
Vorratsbehaltern bietet prinzipiell den Vorteil des Multiplexens von fertigen 
Basen-Sequenzen und parallelen Kanalen, weshalb diese 
AusfCihrungsvariante fur (Ultra)Hochdurchsatz-Screening und Trager- 
Hersteller empfehlenswert ist. Das Multiplexen kann an der Schnittstelle 
zum Trager erfolgen, in dem eine spezifische Basen- Sequenz fur jeden 
Synthese-Zy klus einen anderen Kanal benetzt. Eine technisch auf wendigere, 
aber ggf. zuverlassigere Methode ist ein Multiplexen im Gerat durch ein 
entsprechendes Ventilsystem. Hier ist die Verschleppung zu beachten, 
welche durch die Verwendung unterschiedlicher Basen- Sequenzen 
entstehen kann. 
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Ein weiterer Punkt, welcher berucksichtigt werden mu(J, ist das Auffangen 
und Beseitigen des uberschussigen Materials am Ausgang der einzelnen 
Kanale. Hier ist sowohl eine Zirkulation (Wiederverwendung des 
austretenden Materials) als auch eine Beseitigung der austretenden 
Einsatzstoffe denkbar. 

6.3 Analytbestimmung 

Die Analyse von Nukleinsaure- Sequenzen erfolgt wie bei anderen 
Oligonukleotid-Arrays durch Hybridisieren von Nukleinsauren im 
Probenmaterial an komplementare Strange unter den immobilisierten 
Oligonukleotiden. 

Als eine weitere mogliche Anwendung des Tragers konnen auch 
Peptidsequenzen in den Kanalen angekoppelt werden, ebenfalls nach in situ 
Syntheseprinzipien. Solche Peptide sind zu vielfaltigen und teilweise 
hochspezifischen Bindungsreaktionen mit Peptiden, Proteinen und anderen 
Substanzen in der Lage, so dafi sich das Spektrum potentieller Analyten 
erheblich ausweiten laBt. 

Die Synthese im Trager wurde erstmals massiv parallele und gleichzeitig 
kostengiinstige Peptid-Arrays fur eine Vielzahl von Anwendungen zur 
Verfiigung stellen. 

6.3.1 Analyten 

Beispiele fur Analyten sind Nukleinsauren (DNA, RNA, in Spezialfallen auch 
PNA). Diese Nukleinsauren konnen aus Gesamtgenomen, Fragmenten 
davon, Chromosomen, Plasmiden oder synthetischen Quellen (z.B. cDNA) 
gewonnen werden. In einer Ausfuhrungsform kann das Probenmaterial aus 
dem menschlichen Genom stammen. 
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Weitere Beispiele fur Analyten stnd Proteine, Polypeptide und Peptide in 
alien Erscheinungsformen z.B. Hormone, Wachstumsfaktoren, Enzyme, 
Tumorantigene, Serumfaktoren, Antikorper, Carbohydrate, z.B. verschiedene 
Zucker in Lebensmitteln oder Agrarpflanzen, funktionelle Zucker, Polymere 
und andere organische Molekiile, z.B. drugs of abuse', Pharmaka, 
Metabolite, Aminosauren, Transmitter, Pestizide, Insektizide, Lacke, 
verschiedene Toxine etc. 

6.3.2 Varianten zur Bindung an den immobilisierten Interaktionspartner 
(Rezeptor) 

Die Bindung des Analyten an den Rezeptor kann bei Nukleinsauren durch 
Hybridisierung von komplementaren Nukleinsauren z.B. langere Molekule 
wie cDNA, synthetische Oligonukleotide, PNA, RNA erfolgen. Peptide als 
Rezeptoren , z.B. synthetische Peptide oder naturliche Peptide konnen uber 
Protein-Protein oder Protein-Nukleinsaure-Wechselwirkungen an den 
Analyten binden. 

6.3.3 Varianten zur Signalerzeugung 

Zwei Prinzipien zur Signalerzeugung werden bevorzugt eingesetz, namlich: 
die direkte Detection eines vorher oder in der Reaktion markierten Analyten 
(bevorzugte Methode in der Nukleinsaureanalytik mittels Hybridisierung) und 
die indirekte Detektion durch Kompetition des Analyten bzw. der 
Zielsequenz mit einem markierten Standard. Die erste Variante ist fur einige 
Anwendungen gut etabliert, fur Diagnostik z.B. von Serumkomponenten 
aber eher schlecht geeignet, die mit Peptid-Arrays auch im Trager moglich 
ist. Die zweite Variante ist fur diese Anwendungen daher vorzuziehen, 
aufcerdem erlaubt sie prinzipiell eine einfachere Probenvorbereitung durch 
den Anwender. 
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Eine direkte Detektion kann erfolgen durch Markierung der Analyten mit 
einem Farbstoff fur die Absorptionsmessung, einem Fluoreszenzfarbstoff, 
Markierung der Analyten mit Reporterenzym, anschiieSend Reaktion (z.B. 
Chemo- oder Biolumineszenz), selektive Markierung des gebundenen 
Analyten, z.B. bei Nukleinsauren durch interkalierende (Fluoreszenz-) 
Farbstoffe, Doppelstrang-bindende Proteine oder Doppelstrang-bindende 
Antikorper oder eine sekundare Detektion des gebundenen Analyten mit 
einer zweiten Komponente, z.B. bei PNA-DNA Hybriden durch DNA 
spezif ischen Antikorper. Als markierte Standards verwendet werden konnen 
enzymgekoppelte Standards (z.B. Chemo- und Biolumineszenz mit 
alkalischer Phosphatase, Peroxidase etc.) oder Fluoreszenz-) Farbstoff 
gekoppelte Standards. Proteinstandards konnen als Fusionsproteine mit 
einem Reporterenzym (siehe oben) oder einem autof luoreszierendem Protein 
(z.B. GFP), z.B. fur rekombinante Antikorper, Protein-Hormone, 
Wachstumsfaktoren etc. eingesetzt werden. 

6.4 Bereitstellung des Probenmaterials 

Fur die Bereitstellung des Probenmaterials gibt es ebenfalls wieder 
unterschiedliche Ausfuhrungsvarianten. Fur die eigentliche Detektion istdie 
Art der Bereitstellung nicht relevant, da an der Schnittstelle immer in 
Flussigkeit geldste DNA-Fragmente in ausreichender Menge fur die 
angestrebte Untersuchung bereitzustellen sind. 

6.4.1 Externe Probenvorbereitung 

Die Probenvorbereitung kann entweder manuell im Labor, in einem 
getrennten Analysesystem oder in einer in das gleiche System integrierten 
Vorbereitungseinheit erfolgen . Die detektionsbereite Probe wird dann mittels 
manuellem oder automatischem Pipettieren oder vergleichbaren Verfahren 
in den Trager eingebracht. 
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6.4.2 Probenvorbereitung im gleichen Trager "all in one" 



Gerade, wenn das Multiplexer! bei der Trager-Synthese zur Reduktion der 
Produktionszeiten verwendet wird, konnen gleiche Oder sogar kurzere Zeiten 
fur die Rezeptorsynthese erreicht werden, als z.B. fur die DNA- 
Amplifizierung der Probe mittels PCR notwendig ware. Dadurch wird eine 
Integration einer PCR in das Synthese- System oder sogar in den Trager fur 
viele Anwendungen sinnvoll. 

Neben der zeitintensiven PCR ist auch der vorgelagerte Zellaufschluli zum 
Beispiel uber gut automatisierbare Verfahren wie Ultraschall oder 
Hochspannung ebenso wie die DNA-lsolierung integrierbar. 

6.5 Detektionseinheit 

Die Auslesung der Lichtsignale fur die Nachweisreaktionen im Trager-Array 
soli in einer Detektionseinheit erfolgen, wobei die Anregungslichtquelle 
(Fluoreszenz, Lumineszenz oder Absorption als optischer Nachweis) dem 
CCD-Chip zur Lichtsignalmessung direkt gegenuber angeordnet wird. Der 
Trager-Array befindet sich zwischen Lichtquelle und Detektions-Chip 
(Sandwichbauweise). Als Anregungs-lichtquelle kann eine Belichtungsmatrix 
herangezogen werden. Die raumliche Anordnung dieser Einheit kann je nach 
Bedarf erfolgen (z.B. Nutzung der Gravitation fur Stromungsvorgange im 
Chip). Durch diese moglichst kompakte Bauweise werden die Lichtlaufwege 
und damit auch die benotigte Lichtintensitat minimiert. Auf die Verwendung 
einer aufwendigen, platzintensiven, lichtschluckenden und teuren Optik soil 
sowohl auf der Anregungs-, als auch auf der Detektionsseite verzichtet 
werden. 
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6.5.1 Temperatur bei der Hybridisierung 

Die Temperierung (derzeittypischerweise bei 60°C - neueste Entwicklungen 
ermoglichen auch schon eine Hybridisierung bei 25 °C mit Niedrigsalz- 
Bedingungen) bei der Hybridisierung kann entvyeder durch entsprechende 
Temperaturelemente in der Detektionseinheit Oder durch die 
Anregungslichtquelle bzw. das Anregungslicht an sich erfolgen. 
Temperaturelemente in den Tragern sind ebenfalls moglich. 

6.5.2 Anregungslichtquelle 

Als Lichtquellen kommen je nach den Markern der Analyten 
(Nachweisverfahren via Absorption oder Fluoreszenz etc.) hochparalleles 
Licht aus einer Lampe (WeiSes Licht), hochparalleles Licht aus einer 
Blitzrohre, hochparalleles monochromatisches Licht, ein monochromatischer 
Laserlichtstrich, eine flachige Belichtung mittels Aufweitung des 
Laserstrahls, ein monochromatischer Laserstrahl oder eine programmierbare 
Lichtquellenmatrix in Frage. 

Gegebenenfalls kann ein entsprechendes optisches Gitter oder eine 
entsprechende Optik zwischen Anregungslichtquelle und Trager-Array 
vorgesehen sein. 

6.5.3 CCD-Kamera Detektion 

Die Detektionseinheit besteht vorzugsweise nur aus einem CCD-Chip. Diese 
haben aktuell auf einer Flache von beispielsweise 25 x 37 mm etwa 2000 
x 3000 Pixel (Cannon). Ordnet man auf einer solchen Flache von 25 x 37 
mm etwa 500 parallele Kanalen mit ca. 20 //m Durchmesser an (jede zweite 
Doppel-Pixelreihe), so erhalt man in jedem Kanal 750 Mefipunkte (Felder), 
wenn man nur jeden zweiten Doppel-Pixel unter dem Kanal nutzt. Damit 
hatte man 375.000 Reaktionsbereiche auf einem einzigen Trager, wobei 
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jeder Reaktionsbereich 4 Farb- bzw. 12 SchwarzweiB-Pixel uberdeckt und 
eine Flache von 20 x 20 fjm hat. Die Lichtsignale mussen moglichst dicht 
am optischen CCD-Chip erzeugt werden, damit eine fehierhafte Zuordnung 
von Lichtsignalen und MeBpunkten mit ihrer spezifischen Basen- Sequenz 
sowie eine Uberlagerung benachbarter Lichtsignale ausgeschlossen werden 
kann. Ansonsten kann eine serielle Detektion sich uberlagernder Bereiche 
erfolgen oder es werden faseroptische Elemente eingesetzt. 

Die entstehende Vielzahl an Meliwerten (4 x 500 x 750 = 1.5 Mio. 
Farbsignale bzw. 4.5 Mio. Intensitatswerte zwischen 0 und 4096 
Digital werten), welche zur Verfugung stehen (aktueller Stand der CCD-Chip 
Technik), bilden die Basis welche eine umfangreiche Statistik bei der 
Analyse der detektierten Lichtsignale erlaubt. Das Bearbeiten der 
anfallenden Datenmengen ist, durch die Entwicklung der Leistungsfahigkeit 
bei gleichzeitigem Preisverfall von modernen Rechnersystemen, problemlos 
moglich. 

Die Detektion der Nachweisreaktion kann sowohl qualitative als auch 
quantitative Aussagen machen und zwar welche Fangermolekule (Position 
im Array) haben Anlagerungspartner gefunden (Auswertung der z.B. 
fluoreszenzmarkierten Labels) und wieviele Fangermolekule einer Klasse 
haben einen Hybridisierungspartner gefunden. 

Gegebenenfalls kann ein entsprechendes optisches Gitter oder eine 
entsprechende Optik zwischen dem Trager-Array und dem CCD-Kamera 
Chip vorgesehen sein. 

Wenn die Detektion mit einer CCD-Kamera bzw. einem CCD-Chip keine 
ausreichenden Signale ergibt, kann die Detektion im Analysesystem auch 
mittels anderer, empfindlicherer Sensoren erfolgen. 



WO 00/13018 PCT/EP99/063I7 

- 38 - 

Interessant im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung einer Inspektionseinheit, wie in der deutschen 
Patentanmeldung 198 39254.0 beschrieben ist. Diese Inspektionseinheit 
umfaBt eine elektronisch steuerbare Lichtquellenmatrix und eine der 
Lichtquelienmatrix zugewandt-gegenuberliegende Lichtsensormatrix, namlich 
CCD-Bildaufnehmer. 

In diesem Zusammenhang ist es denkbar, date der Anwender sich seine 
Trager selbst erzeugt und direkt verwendet. Er ladt sich einfach die 
benotigten Daten (DNA-Sequenzen) von einer CD-ROM oder aus dem 
Internet und erzeugt in seiner Belichtungsmatrix-CCD-Einheit seinen 
individuellen DNA-Chip, benetzt ihn anschiiefcend mit der Probe und liest die 
Signale aus. 

MiBt man z.B. jeden zweiten Pixel in dieser Anordnung fur die 
Photoaktivierung, so kann man die Pixel dazwischen, weiche in Projektion 
innerhalb eines Kanals liegen, fur eine permanente ProzeBkontrolle 
verwenden. So kann man z.B. das Einstromen einer Gasblase zwischen zwei 
Fluiden in einem Kanal individuell und dynamisch verfolgen. Auch ein Farben 
der Tragerfluide fur G, A, C und T ware denkbar, so dafc die Anwesenheit 
der richtigen Oligos uberprufbar wurde und eine Farbveranderung konnte 
eine Verschleppung signalisieren. Bei der anschliefcenden Detektion konnte 
wiederum eine ortsspezifische und wenn notwendig sogar farbspezifische 
Lichtanregung erfolgen. Hierdurch ergeben sich ganz neue Moglichkeiten fur 
Nachweisverfahren, wie sie derzeit noch nicht vorhanden sind. 

Durch die Inspektionseinheit (Belichtungsmatrix-CCD-Einheit) konnen die 
Stromungsvorgange in den Kanalen in einem Trager sowohl wahrend der 
Produktion - sprich der Oligo-Synthese - als auch wahrend der Analyse 
uberwacht werden. Hierzu konnen z.B. Reinigungsgasblasen zwischen zwei 
Fluiden in den Kanalen oder eine Farbung der einzelnen Fluide verwendet 
werden. 
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Fur die lichtinduzierte Abspaltung von Schutzgruppen wahrend der Synthese 
von DNA-OIigos auf oder in dem Trager kann eine Beiichtungsmatrix dienen, 
die die notwendige Wellenlange von z.B. 360-370 nm erzeugt und 
ubertragt. 

Die Detektion der Nachweisreaktion im Trager kann ebenfalls in der 
Inspektionseinheit erfolgen. Wenn der Nachweis uber Fluoreszenzmarker 
realisiert wird, mufcte hierzu ggf. die Hintergrundbeleuchtung gewechselt 
werden (automatisch moglich), wobei optische Filter oder/und 
Glasfaserelemente ("Taper") verwendet werden konnen. Gegebenenfalls 
kommen hier auch neue Detektionsverf ahren zum Einsatz, welche erst durch 
die extrem flexible, individuelle Anstrahlung und Detektion des einzelnen 
Reaktionsbreichs moglich werden. 

Fur eine Standard-Hybridisierung von DNA-, RNA- und PNA-Strangen 
miteinander benotigt man eine Temperatur von ca. 55 - 65°C. Im 
einfachsten Fall kann diese Temperatur durch die abgestrahlte Energie der 
Beiichtungsmatrix erzeugt werden (Abwarme und Wellenlange) . Damit lieBe 
sich eine weitere Kompaktierung der Anordnung erreichen. 

8. Exemplarische Ausfuhrungsformen 

Die Synthese von DNA-Molekulen in Kanalen kann unter Verwendung von 
Standard-Synthonen, z.B. Phosphoramidit-Bausteinen, mit geeigneten 
Schutzgruppen, z.B. Dimethoxymethyl (DMT) erfolgen. Ausgehend von 
einem an die Festphase gekoppelten Linker kann eine entsprechende 
fluidische DNA-Synthese erfolgen. 
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Dieses Format kann fur die bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung mit 
einer lichtabhangigen Steuerung der DNA-Synthese kombiniert werden. 
Dazu sind Schutzgruppen bekannt, die eine lichtabhangige Entschutzung 
erlauben, so da& die Schutzgruppe, die meist am 5'-Kohlenstoffatom des 
Synthons gebunden ist, durch Licht geeigneter Wellenlange abgespalten 
wird. Auf diese Weise ist in Kapillaren die Synthese von Nukleinsauren mit 
einer Lange von 18 oder mehr Nukleotiden moglich. 

Durch Ablosung des synthetisierten DNA-OIigomere, wie es durch 
Verwendung geeigneter Linker moglich ist, konnen die Reaktionsprodukte 
z.B. durch Hochleistungflussigchromatographie (HPLC) analysiert werden. 
Dabei lafct sich uber den Anteil der Vollangenprodukte die Effizienz der 
kapillaren DNA-Synthese zeigen. 

Fur die lichtabhangige DNA-Synthese wird der Reaktionsbereich auf dem 
Trager orts- oder/und zeitspezifisch mit einer geeigneten Liehtquelle 
belichtet, z.B. mit einer Quecksilberdampflampe, Laserlicht (z.B. 
Stickstofflaser mit 373 nm) oder mit einer UV-LED. Ebenso geeignet sind 
auch andere Lichtquellen, die eine ausreichend energiereiche Strahlung 
aufweisen. 

Fi 9- 1 zeigt in einer stark schematisierten Draufsicht einen Trager 



nach der Erfindung. 



Fig. 2 



zeigt Beispiele fur Kanalanordnungen in einem Trager nach der 
Erfindung. 



Fig. 3 



zeigt eine schematische Darstellung eines Tragers in einer 
Inspektionseinheit aus programmierbarer Lichtquellenmatrix 
und CCD-Matrix. 
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Fig. 4 



zeigt eine schematische Darstellung einer erfindungsgema&en 
Vorrichtung fur ein lichtgestutztes integriertes Synthese- und 
Analyseverfahren und 



Fig. 5 



zeigt den Aufbau aus Fig. 4 fur eine fluidische Indivi- 
dualisierung von Reaktionsbereichen. 



Figur 1 zeigt einen den transparenten Trager in einer Draufsicht in stark 
schematisierter Weise. Man erkennt die parallel zueinander verlaufenden 
Kanale 1 , beispielsweise 500 Kanale mit einer Lange von 37 nm. Mit T, G, 
A, C sind in Fig. 1 Reservoirs fur die einzelnen Einsatzstoffe (Basen) 
bezeichnet. Mit 3 ist der GaseinlaB bezeichnet. 5 kennzeichnet ein Ventil. 
7 kennzeichnet die Probeneingabe und mit 9 ist ein Zugang fur weitere 
Synthesechemikalien sowie Reinigungs-/Waschflussigkeit bezeichnet. 

In Figur 2 sind schematisch weitere Beispiele fur alternative 
Kanalanordnungen dargestellt. 

Figur 3 zeigt den Trager nach Fig. 1 in einer Inspektionseinheit aus 
programmierbarer Lichtquellenmatrix, z.B. einer LCD-Matrix und einer CCD- 
Detektionsmatrix. 

In Figur 4 ist eine erfindungsgemaBe Vorrichtung mit einem 
auswechselbaren Trager 40 dargestellt, wobei der prinzipielle Aufbau 
unabhangig davon ist, ob der Trager in jedem Zyklus oder erst bei 
VerschleifJ ausgewechselt wird. In letzterem Fall findet eine Reinigung und 
anschliefSende Wiederverwendung derselben Kanale statt. Dargestellt ist 
eine programmierbare Lichtquellenmatrix 30. Deren Programmierbarkeit kann 
in die Systemkomponente 20, die aus einem Rechner bzw. einem Computer 
besteht, integriert sein, so daft nur eine frei ansteuerbare Lichtquellenmatrix 
als Komponente 30 notwendig ist. Diese Lichtquellenmatrix 30 strahlt Licht 
definierter Wellenlange und Intensitat auf beliebig ansteuerbare Orte einer 
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zumindest zweidimensionalen Matrix, die der hochparallelen Belichtung der 
Reaktionsbereiche im Trager 40 dient. Besagter Trager 40 wird durch die 
Lichtquellenmatrix 30 mit dem rechnergesteuerten Lichtmuster bestehend 
aus Energiewellen in alien Reaktionsbreichen individuell bestrahlt. Uber das 
fluidische Anschlu&system 64 werden die vom Fluidikmodul 60 
bereitgestellten Fluide in den Trager 40 transportiert und in dessen in der 
Zeichnung nicht dargestellten Mikrostruktur in geeigneter Weise an die 
Reaktionsbereiche weitergeleitet. Dadurch wird der Trager 40 zu einem 
opto-fluidischen Mikroporzessor. Dieser kann entweder nach jeder 
Anwendung gewechselt werden oder nach jeder Anwendung gereinigt und 
nur zu Servicezwecken bei VerschleitS gewechselt werden. 

Das eintretende Licht kann zum Beispiel fur Absorptionsmessungen, die 
Aktivierung von Photoreaktionen oder das Anregen von Fluoreszenz genutzt 
werden. 

Das aus dem Trager 40, bzw. dem opto-fluidischen Mikroprozessor 
austretende Licht kann beispielsweise das im Durchlicht den Trager 
passierende Licht der Lichtquellenmatrix 30 sein. Es kann sich dabei jedoch 
auch um Lichtsignale handeln, die in den einzelnen Reaktionsbereichen des 
Tragers 40 durch beispielsweise Fluoreszenz oder Lumineszenz erzeugt 
werden. 

Die Detektormatrix 50, die zum Beispiel aus einem CCD-Chip mit oder ohne 
Optik besteht, ist so gegenuber einer Lichtquellenmatrix 30 mit einem 
dazwischen liegenden Trager 40 angeordnet, dafc dadurch eine dreifache 
Matrixanordnung aus Licht-, Trager und Detektormatrix entsteht. 

Das Fluidmodul 60 dient der Versorgung des Reaktionstragers 40 zum 
Beispiel mit Einsatzstoffen, Schutzgasen, Chemikalien, wie Losemitteln, etc. 
und ProbenmateriaL Das Fluidmodul 60 besteht aus Tanks 61, die durch 
Pumpen 62 und Ventile 63 in geeigneter Weise entleert werden. Die Tanks 
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konnen einzeln oder im Cluster ausgewechselt Oder neu gefullt werden. 
Permanent bendtigte Fluide, wie beispielsweise Schutzgas, konnen auch 
mittels Leitungen kontinuierlich (ohe Tanks im System) zugefuhrt werden. 
Der fluidische Abfall der verschiedenen Verfahren kann entweder im Trager 
40 in integrierten Tanks oder in einem Abfallsystem 65 oder bei Clustern 
auBerhalb des einzelnen Systems aufgefangen werden. 

Ebenfalls dargestellt ist die Systemgrenze 10 der Vorrichtung, die als 
Einzelgerat oder auch in zentralen oder dezentralen Clustern eingesetzt 
werden kann. Diese Cluster sind immer informationstechnisch miteinander 
verknupft. Die an einem Ort befindlichen Systeme konnen auch gemeinsam 
durch manuelle Bedienung oder automatisierte Komponenten mit Energie, 
Fluiden, wie Einsatzstoffen, Reaktionschemikalien, Schutzgasen und 
Probenmaterial, sowie mit den benotigen Tragern versorgt werden. 

Die Systemkomponente 20 in Form eines Computers oder Rechners 
ubernimmt die Steuerung bzw. Regelung des Systems. Hierunter fallen auf 
der Basis der Berechnung der Sonden- bzw. Rezeptorsequenzen fur die 
einzelnen Reaktionsbereiche die Steuerung der Lichtquellenmatrix 30 sowie 
der Fluidkompnente 60. Ferner werden die Daten der Dektormatrix 50 erfaSt 
und ausgewertet. 

Jede Vorrichtung kann somit uber seine Systemgrenze 10 hinweg mit 
anderen Vorrichtungen oder Systemen, bestehend aus wiederum einer 
erfindungsgemafSen Vorrichtung oder anderen Rechnern oder Datenbanken, 
kommunizieren. Dies kann beispielsweise uber Leitungen, Bussysteme oder 
uber das Internet erfolgen. Dabei kann die Kommunikation zentral 
koordiniert uber Leitrechner erfolgen oder als Cluster gleichberechtigter 
Systeme. Ebenfalls vorgesehen ist eine Datenschnittstelle 21 zur 
Systemumgebung. 
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Figur 5 zeigt den Aufbau aus Figur 4 fur eine fluidische Individualisierung 
der Reaktionsbereiche. Wiederum dargestelit ist ein Trager 41 . Dieser wird 
durch das fluidische Entschutzungsmodul 32 rechnergesteuert individuell 
benutzt. Uber das fluidische AnschlulSsystem 64 werden die vom 
Fluidmodul 60 bereitgestellten Fluide in den Trager transportiert und in 
dessen in der Zeichnung nicht dargestellten Mikrostruktur in geeigneter 
Weise an die Reaktionsbereiche weitergeleitet. Dadurch wird der Trager 41 
zu einem opto-f luidischen Mikroprozessor. Dieser kann entweder nach jeder 
Anwendung gewechselt werden oder nach jeder Anwendung gereinigt und 
nur zu Servicezwecken bei VerschleiS gewechselt werden. 

In diesen Trager kann zum Beispiel von oben oder/und von der Seite Licht 
fur die Anregung von Fluoreszenzreaktionen etc. eingespeist werden. 

Das aus dem Trager, bzw. dem opto-fluidischen Mikroprozessor austretende 
Licht kann beispielsweise durch Lumineszenz an den Reaktionsbereichen 
erzeugt werden. 

Das fluidische Entschutzungsmodul32 kann jeden Reaktionsbereich auf dem 
Trager 41 mit mindestens einer der Benetzungskomponenten 33 (z.B. 
Dusen, Kapillaren, etc.) individuell mit Fluiden in Kontakt bringen. Hierdurch 
konnen zum Beispiel lokal chemische und biochemische Reaktionen aktiviert 
werden. 

Das Fluidmodul 31 dient der Versorgung des fluidischen Entschiitzungs- 
moduls 32 mit Einsatzstoffen oder Chemikalien; Das Fluidmodul 31 ist dem 
Modul 60 vergleichbar aufgebaut und besteht je nach Bedarf aus Tanks, 
Leitungen, Ventilen, etc. 

Die Detektormatrix 50, die zum Beispiel aus einem CCD-Chip mit oder ohne 
Optik besteht, ist so gegenuber einem fluidischen Entschutzungsmodul 32 
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mit einem dazwischen liegenden Trager 41 angeordnet, daS dadurch 
wiederum eine dreifache Matrixanordnung entsteht. 

Das Fiuidmodul 60 dient der Versorgung des Tragers 41 zum Beispiel mit 
Einsatzstoffen, Schutzgasen, Chemikalien, wie Losemitteln, etc. und 
Probenmaterial. Das Fiuidmodul 60 besteht aus Tanks 61, die durch 
Pumpen 62 und Ventile 63 in geeigneter Weise entleert werden. Die Tanks 
konnen einzeln oder im Cluster ausgewechselt oder neu gefullt werden. 
Permanent benotigte Fluide, wie beispielsweise Schutzgas, konnen auch 
mittels Leitungen kontinuierlich (ohne Tanks imSsystem) zugefuhrt werden. 
Der fluidische Abfall der verschiedenen Verfahren kann entweder im Trager 
41 in integrierten Tanks oder in einem Abfallsystem 65 oder bei Clustern 
aufcerhalb des einzelnen Systems aufgefangen werden. 

Wiederum dargestellt ist die bereits erlauterte Systemgrenze 10 der 
Vorrichtung und die Systemkomponente 20 in Form eines Computers oder 
Rechners, der die Steuerung bzw. Regelung des System ubernimmt. 
Hierunter fallen auf der Basis der Berechnung der Sondensequenzen fur die 
einzelnen Reaktionsbereiche die Steuerung der Fluidmodule 31 und 60, 
sowie des fluidischen Entschutzungsmoduls 32. Ferner werden die Daten 
der Detektormatrix 50 erfaRt und ausgewertet, 

Jede Vorrichtung kann somit uber seine Systemgrenze 10 hinweg mit 
anderen Vorrichtungen oder Systemen, bestehend aus wiederum einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung oder anderen Rechnern oder Datenbanken, 
kommunizieren. Dies kann beispielsweise uber Leitungen, Bussysteme oder 
uber das Internet erfolgen. Dabei kann die Kommunikation zentral 
koordiniert uber Leitrechner erfolgen ode als Cluster gleichberechtigter 
Systeme. Ebenfalls vorgesehen ist eine Datenschnittstelle 21 zur 
Systemumgebung. 
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Anspruche 



1 . Verfahren zur Herstellung eines Tragers fiir die Bestimmung von 
Analyten, umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragerkorpers umfassend mindestens einen 
Kanal, 

(b) Leiten von Flussigkeit mit Bausteinen fiir die Synthese 
polymerer Rezeptoren durch den Kanal oder die Kanale des 
Tragerkorpers, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der 
Rezeptorbausteineanjeweilsvorbestimmten Positionen indem 
Kanal oder in den Kanalen und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die gewunschten 
Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten Positionen 
synthetisiert worden sind. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man einen Trager herstellt, der definierte Flachenbereiche mit 
jeweils gleichen Rezeptorspezies enthalt. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS die Kanale auf mindestens einer Trageroberflache angeordnet 
sind. 



4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Trager eine Vielzahl von Kanalen enthalt, die vorzugsweise 
parallel zueinander angeordnet sind. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Rezeptoren aus Nukleinsauren und Nukleinsaureanaloga 
ausgewahlt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Rezeptorbausteine aus Nukleotiden, Oligonukleotiden, 
Nukleotidanaloga und Oligonukleotidanaloga ausgewahlt werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Rezeptoren aus Polypeptiden ausgewahlt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Rezeptorbausteine aus Aminosauren und Peptiden 
ausgewahlt werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 
dadurch gekennzeichnet, 

date das. orts- oder/und zeitspezifische Immobiiisieren der 
Rezeptorbausteine durch Belichten erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

das Belichten uber eine programmierbare Lichtquellenmatrix erfolgt. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc das orts- oder/und zeitspezifische Immobilisieren der 
Rezeptorbausteine durch Benetzung mit einem aktivierenden Fluid 
unter steuerbarer Auswahl der aktivierten Positionen erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc das Muster der polymeren Rezeptoren durch eine 
Computerprogammierung festgelegt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man den Trager zur Bestimmung von Analyten in einer Probe 
verwendet. 

Verfahren zur integrierten Synthese und Analytbestimmung an einem 
Trager umfassend die Schritte: 

(a) Bereitsteilen eines Tragerkorpers, 

(b) Leiten einer Flussigkeit mit darin enthaltenen Rezeptoren oder 
Bausteinen fur die Synthese von polymeren Rezeptoren uber 
den. Trager, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der Rezeptoren 
oder Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimmten Positionen 
auf dem Trager, 

(d) gegebenenfalls Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewunschten Rezeptoren an den jeweils vobestimmten 
Positionen auf dem Trager synthetisiert worden sind, 

(e) Inkontaktbringen des Tragers mit einer Analyten enthaltenden 
Probe und 

(f) Bestimmen der Analyten uber deren Bindung an die auf dem 
Trager immobilisierten Rezeptoren. 
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15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichn t, 

da& die Synthese und Analytbestimmung in einer integrierten 
Vorrichtung durchgefuhrt wird, wobei der Synthese- oder/und der 
AnalytbestimmungsprozeBin einer beliebigen Anzahl von Positionen 
auf dem Trager uberwacht und geregelt wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine integrierte Vorrichtung verwendet, umfassend eine 
programmierbare Lichtquellenmatrix, eine Detektormatrix, einen 
zwischen Lichtquellen - und Detektormatrix angeordneten Trager 
sowie Mittel zur Zufuhr von Fluids in den Trager und zur Ableitung 
von Fluids aus dem Trager. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

date nach der Bestimmung der Analyt wieder vom Trager entfernt 
wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ mehrere Synthese/Analytbestimmungszyklen durchgefuhrt 
werden, wobei die Rezeptoren fur einen nachfolgenden Zyklus auf 
Basis der Informationen aus einem vorhergehenden Zyklus 
synthetisiert werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daSfur den nachfolgenden Zyklus einer Verlangerung der Rezeptoren 
aus dem vorhergehenden Zyklus erfolgt. 
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20. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft fur den nachfolgenden Zyklus ein neuer Trager mit gegeniiber 
dem vorhergehenden Zyklus modifizierten Rezeptoren synthetisiert 
wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Modifizierung der Rezeptoren eine Anderung der Sequenz 
oder/und einen Ausschluft negativer Rezeptoren des vorhergehenden 
Zyklus umfaftt. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen planaren Trager verwendet. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen Trager mit einer Vielzahl von Kanalen verwendet. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft fur einen Synthese/Analytbestimmungszyklus mehrere Trager 
verwendet werden. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die mehreren Trager in unterschiedlichen Detektionsvorrich- 
tungen synthetisiert und analysiert werden, die informationstechnisch 
miteinander verknupft sind, jedoch voneinander raumlich getrennt 
sein konnen. 
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26. Trager fur die Bestimmung von Analyten umfassend eine Vielzahl von 
Kanalen, insbesondere Kapillarkanalen, wobei in den Kanalen eine 
Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptoren immobilisiert ist. 

5 27. Trager nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(5 er zumindest im Bereich der Reaktionsbereiche optisch 
transparent ist. 

10 28. Reagenzienkit umfassend einen Trager nach Anspruch 26 oder 27 
und Bausteine fur die Synthese polymerer Rezeptoren auf dem 
Trager. 

29. Vorrichtung zur integrierten Synthese und Analytbestimmung an 
is einem Trager umfassend eine programmierbare Lichtquellenmatrix, 

eine Detektormatrix, einen zwischen Lichtquellen- und Detektormatix 
angeordneten Trager sowie Mittel zur Zufuhr von Fluids in den Trager 
und zur Ableitung von Fluids aus dem Trager. 

20 30. Vorrichtung nach Anspruch 29 weiterhin umfassend Mittel zur 
Entschutzung von Reaktionskomponenten auf den Trager. 

31. Vorrichtung nach Anspruch 29 oder 30 weiterhin umfassend 
elektronische Steuerungs- und Regelungsmittel. 
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32. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 25, des 
Tragers nach Anspruch 26 oder 27, des Reagenzienkits nach 
Anspruch 28 oder der Vorrichtung nach einem der Anspruche 29 bis 
31 zur Bestimmung eines Analyten in einer Probe. 
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33. 



Verwendung nach Anspruch 32 zur Sequenzierung von 
Nukleinsauren. 
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34. Verwendung nach Anspruch 33 zur Neusequenzierung oder/und 
Resequenzierung von komplexen genetischem Material, wie etwa 
individueller Genome oder synthetischen Nukleinsauren. 

35. Verwendung nach Anspruch 32 zur Gewinnung diagnostischer 
Informationen fur die individuelle Patientenversorgung wie etwa die 
individuelle Wirkung von Pharmaka. 

36. Verwendung nach Anspruch 32 zur Wirkungsanalyse pharma- 
kologischer Substanzen. 

37. Verwendung nach Anspruch 32 zur Erstellung und Analyse von 
Substanzbibliotheken. 



38. 



Verwendung nach Anspruch 32 zum Vergleich von Individiuen in 
einer Population. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a support (40) for a method for determining analytes comprising a multitude of channels (1), especially 
capillary channels. A multitude of different receptors is immobilized in the channels (1) by, in particular, exposure to light. The invention 
also relates to a method for producing such a support. The support (40) also preferably comprises reservoirs (T, G, A, C) for the individual 
feed materials, a gas inlet (3), a valve (5), a sample feed (7) and an entrance (9) for additional synthesis chemicals. 



(57) Zusammenfassung — 

Es wird ein Trager (40) fur Ajialytbestimmungsverfahren angegeben. umfassend cine Vielzahl von Kanalen (1), insbesondere 
Kapillarkanalen, wobei in den Kanalen (1) eine Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptoren insbesondere durch Belichtung immobilisiert ist. 
Femer wird ein Verfahren zur Herstellung eines solches Tragers beschrieben. Der Trager (40) umfasst vorzugsweise auch Reservoirs (T, G, 
A, C) fur die einzelnen EinsatzstofTe, ein Gaseintass (3), ein Ventil (5), eine Probeneingabe (7) und ein Zugang (9) fur weitere 
Synthesechemikalien. 
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The International Searching Authority has found that this international application contains 
multiple inventions, as follows: 

1. Claims Nos. 1-13 

Method for producing a support for determining analytes comprising the following 
steps: (a) preparing a support body having at least one channel; (b) conducting liquid 
with structural elements for the synthesis of polymeric receptors through the channel or 
the channels of the support body; (c) location-specific and/or time-specific 
immobilization of the receptor structural elements at predetermined positions located in 
the channel or in the channels, and; (d) repeating steps (b) and (c) until the desired 
receptors have been synthesized at the predetermined positions. 

2. Claims Nos. 14-25 

Method for carrying out the integrated synthesis and determination of analytes on a 
support comprising the following steps: (a) preparing a support body; (b) conducting a 
liquid with receptors or structural elements contained therein for the synthesis of 
polymeric receptors over the support body; (c) location-specific and/or time-specific 
immobilization of the receptors or receptor structural elements at predetermined 
positions located on the support; (d) optionally repeating steps (b) and (c) until the 
desired receptors have been synthesized at predetermined positions located on the 
support; (e) bringing the support into contact with a sample containing analytes, and; (f) 
determining the analytes from their binding to the receptors immobilized on the support. 

3. Claims Nos. 26-28 

Support for determining analytes comprising a multitude of channels, whereby a 
multitude of different receptors is immobilized in said channels. 

4. Claims Nos. 29-38 

Device for carrying out the integrated synthesis and determination of analytes on a 
support comprising a programmable light source matrix, a detector matrix, a support 
arranged between the light source matrix and the detector matrix, as well as means for 
feeding fluid into the support and for carrying fluid away from said support. 
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3. Marz 1998 (1998-03-03) 
das ganze Dokument 


1-6,13 


A 


WO 97 19749 A (PETER J. DEHLINGER) 
5. Juni 1997 (1997-06-05) 
Zusammenf assung 

Seite 4, Zeile 12 -Seite 6, Zeile 17 
Abbi ldungen 


1-8,13 


X 


US 5 755 942 A (PETER JOHN ZANZUCCHI ET 
AL.) 26. Mai 1998 (1998-05-26) 
Zusammenf assung 

Spalte 2, Zeile 22 -Spalte 3, Zeile 7 
Spalte 10, Zeile 6 - Zeile 43 

Bei spiel 3 

Abbi ldungen 

-/— 


14,15, 
22,23 



m 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegeoanen Varoffentlichungen T 

"A" Veroffentiichung, die den altgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument. das jedoch erst am odar nach dam internal to na ten 

Anmeldedatum verotfentllcht wordan ist - x 

T_" Veroffentiichung, die geetgnet ist. einen Prioritatsartspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu tassen. Oder durch die das Veroffemticrtungsdaturn einer 
and e ran im Recherchenbericht genannten Veroffenttichung belegt werden -y 
sot) oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentiichung, ate stch auf eine rnundltche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteltung oder andere Maflnahmen bezieht 
"P" Veroffentiichung. die vor dem tntemationaien Anmeldedatum. aber nach 
dam beanspruchten Prioritaisdatum veroffentlicht wordan ist 



"A 



Spate re Veroffentiichung, die nach dem tntG (national en An metaled at um 
oder dem Prion tatsdatum veroftentiicht word en ist und mit der 
Anmeldung nicht koUidiert, sonde rn nur zum Verstandnis des der 
Erftndung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeitegenden 
Theohe angegeben ist 

Veroffenttichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dteser Veroffentiichung nicht afs neu oder auf 
erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet werden 

Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ats auf erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
werden, wenn die VeroffentUchung mit einer oder mehreren anderen 

' Verdrfentttchungen dieser Kategone in Vemindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facrtmann naheiiegend ist 

Veroffentiichung, die Mitglled dersetoen Patentfamilie ist 



Datum des Abschiusses der internationalen Recherche 

25. April 2000 


Abaendedatum das internationalen Recherchenberichts 

J 1. 05. CO 


Name und Postanschrift der internationalen Recherchertbehdrde 
Europaisches PatentamL P.B. 5818 Patanttaan 2 
NL - 2280 HV Rij3Wijk 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo m. 
Fax: (+31 -70) 340-30 16 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Stevnsborg, N 



Foimbian PCT/JSA/21 0 (Bun 2) (Jufl 1 992) 
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C.(Fortsetzung) A US WESENTUCH ANGESEHENE UMTERLAGEN 



Kategorie 0 


Bezetchnung der Verottenttichung. sowett erforderlicn unier Angabe der in Setracht kommenden Teile 


Betf. Anspruch Nr. 


X 


US 5 677 195 A (JAMES A. WINKLER ET AL. ) 


14 




14. nktnhor 1QQ7 MQQ7-1 

it . UMUUCI V 1)77/ 1U l*t J 










Spalte l, Zeile 67 -Spalte 2, Zeile 7 






Spalte 2, Zeile 32 - Zeile 62 
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Spalte 9, Zeile 6 - Zeile 58 
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in der Anmeldung erwahnt 






das ganze Dokument 
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UO Qft 1 A f^APNHFF rOPPHR ATTfiN ^ 


14-25 




2. April 1998 (1998-04-02) 




Zusammenfassung 






Seite 1, Zeile 13 -Seite 2, Zeile 8 






Seite 5 






Seite 7, Zeile 20 -Seite 10, Zeile 6 






Abbi Idungen 




A 


US 5 545 531 A (RICHARD P. RAVA ET AL.) 


14-25 




13. August 1996 (1996-08-13) 






das ganze Dokument 











Formtdait PCT/ISA/210 ( Forts aatrtg von Stan 2) (Jul) 1902) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Arttkel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht ersteilt: 

1 . AnsprOche Nr. - r u 
weit sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet tst, namlich 



AnsprOche Nr. . , 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschnebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 

dad eine sinnvolle international Recherche nicht durchgefflhrt werden kann, namlich 



3. AnsprOche Nr. . 
weil es sich dabei um abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationaie Recherchenbehorde hat festgestellt, dafl diese international© Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 

Aufgrund des Ergebnisses der vorlaufigen Uberpriifung 

gemass Regel 40.2(e) PCT sind keine zusatzlichen Gebuhren zu erstatten. 

1 . I I Da der Anmelder alls erforderfichen zusatztichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* 1 intemationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

I | Da fur alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
I 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. fTl Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
intemationaie Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprOche Nr. 

1-25 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationaie Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOche n zuerst erwahnte Erfindung; diese tst tn folgenden Anspruchen er- 

faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich ernes Widerspruchs [Xj Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 99 /06317 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 2 10 



Die Internationale Recherchenbehorde hat f estgestel 1 1 , daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
naml ich: 

1. Anspruche: 1-13 

Verfahren zur Herstellung eines Tragers fur die Bestimmung 
von Analyten, umfassend die Schritte von (a) Berei tstel len 
eines Tragerkorpers umfassend mindestens einen Kanal ; (b) 
Leiten von Flussigkeit mit Bausteinen fur die Synthese 
polymere Rezeptoren durch den Kanal oder die Kanal e des 
Tragerkorpers; (c) orts- oder/und zei tspezifi sches 
Imnobi 1 i sieren der Rezeptorbausteine an jeweils 
vorbestimmten Positionen in dem Kanal oder in den Kanalen; 
und (d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewiinschten Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten 
Positionen syntheti siert worden sind. 



2. Anspruche: 14-25 

Verfahren zur integrierten Synthese und Analytbestiimtung an 
einem Trager umfassend die Schritte von (a) Berei tstel len 
eines Tragerkorpers; (b) Leiten einer Flussigkeit mit darin 
enthaltenen Rezeptoren oder Bausteinen fiir die Synthese von 
polymeren Rezeptoren uber den Trager; (c) orts- oder/und 
zei tspezifi sches Immobili sieren der Rezeptoren oder 
Rezeptorbausteinen an jeweils vorbestimmten ositionen auf 
dem Trager; (d) gegebenfalls Wiederholen der Schritte (b) 
und (c) bis die gewiinschten Rezeptoren an den jeweils 
vorbestimnten Positionen auf dem Trager syntheti siert worden 
sind; (e) Inkontaktbringen des Tragers mit einer Analyten 
enthaltenen Probe; und (f) Bestimmen der Analyten uber deren 
Bindung an die auf dem Trager irmtobi 1 i siert en Rezeptoren. 



3. Anspruche: 26-28 

Trager fur die Bestimnung von Analyten umfassend eine 
Vielzahl von Kanalen, wobei in den Kanalen eine Vielzahl von 
unterschiedlichen Rezeptoren immobi 1 i siert ist. 



4. Anspruche: 29-38 

Vorrichtung zur integrierten Synthese und Analytbestimnung 
an einem Trager umfassend eine prograrmri erbare 
Lichtquellenmatrix, eine Detektormatrix, einen zwischen 
Lichtquellen- und Detektormatrix angeordneten Trager sowie 
Mittel zur Zufiihr von Fluids in den Trager und zur Ableitung 
von Fluids aus dem Trager. 
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